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.Sie waren die fleißigsten Tiere, die es gab. Man nannte sie „Fleißtiere”. Ständigrannten sie umher, um irgendetwas zu tun. Bis die Sache mit Bonifacio geschah:Bonifacio fand eines Tages gefallen daran, einfach nur an einem Ast zu hängen,
die Regentropfen zu beobachten und ein bisschen nachzudenken...
„Faultiere !”, beschlossen die Fleißtiere einstimmig, „So sollt ihr von nun an heißen !”
Sprachen’s und verließen den Urwald. Man hat nie wieder etwas von den Fleißtieren
gehört. Wahrscheinlich haben sie noch mehr tun wollen und darüber das Kinderkriegen
vergessen.
Wenn ihr heute ein Faultier trefft, dann fragt es mal nach dem „Sinn von allem”, vielleicht
hat es die Antwort schon gefunden. Sie haben ja alle Zeit der Welt gehabt.
Florentine Joop, Bonifacio oder Das Geheimnis der Faultiere, 2000, Edition Riesenrad GmbH, Hamburg
Zusammenfassung
Das Epithel der Atemwege stellt einen direkten Kontakt zwischen dem Blutkreislauf und
der eingeatmeten Luft her. Das Epithel der Atemwege ist ein Teil des angeborenen Immun-
systems und bildet, zusammen mit löslichen Faktoren, einen wirksamen Schutz gegen die
Besiedlung pathogener Mikroorganismen. Extrinsische Faktoren wie Umweltverschmut-
zung und Zigarettenrauch, oder intrinsische Faktoren wie eine allergische Entzündung
können das angeborene Immunsystem in seiner Funktion schwächen und damit zu einer
Erkrankung beitragen. Raucher erkranken zu einem höheren Prozentsatz an Infektionen
der Lunge, außerdem ist Zigarettenrauch ein Hauptrisikofaktor für die Entwicklung einer
COPD. Die Mechanismen, die dieser erhöhten Suszeptibilität zu Grunde liegen, sind
weitgehend unklar. Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung des Einflusses von Zi-
garettenrauch auf das angeborene Immunsystem der Lunge im Rahmen einer bakteriellen
Infektion.
Im Sputum von rauchenden Pneumoniepatienten wurden geringere Konzentrationen des
antimikrobiellen Peptids hBD-2 gefunden, als bei nicht rauchenden Patienten. Dieses
Ergebnis konnte in einem in vitro Berauchungsmodell mit primären humanen Atem-
wegsepithelzellen bestätigt werden. Dabei wurde die Expression von hBD-2 nach der
Infektion mit P.aeruginosa PAOI signifikant durch Zigarettenrauch unterdrückt, was mit
einer verringerten Konzentration von hBD-2 und einem besseren Überleben der Bakterien
korrelierte. Die Produktion proinflammatorischer Zytokine wurde durch Zigarettenrauch
nicht beeinflusst. Die Behandlung der Zellen mit Katalase vor und während des Berau-
chens konnte die Induktion von hBD-2 durch P.aeruginosa zum Teil wieder herstellen. Da
Katalase als Antioxidanz die Funktion des angeborenen Immunsystems beeinflusst, wurde
die Expression einzelner Proteine des antioxidativen Systems der Zellen in Abhängigkeit
von Zigarettenrauch und bakterieller Stimulation untersucht. Zigarettenrauch induzierte
die Expression von Thioredoxin-1; MnSOD wurde nur durch die Infektion mit P.aeruginosa
hochreguliert.
Da andere Gruppen bereits zeigen konnten, dass Inhaltsstoffe von Zigarettenrauch die
antioxidativ wirksamen Proteine in ihrer Funktion beeinträchtigen können und direkten
Einfluss auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren haben, wurde die Expression von
Proteinen untersucht, die mit Zellstress assoziiert sind. Die Chaperone Hsp-70 und Hsp-90
spielen bei der Proteinfaltung und dem Proteintransport eine Rolle. Ihre Expression wird
allerdings auch durch Hitzestress oder chemisch hervorgerufenen Stress induziert. Im
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Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von Hsp-70 durch Zigarettenrauch signifikant
induziert und konnte durch Katalase reduziert werden. Des weiteren zeigte sich, dass durch
Zigarettenrauch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB nach der Stimulation
mit P.aeruginosa verhindert wird.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das antimikrobielle Peptid hBD-2 eine wichtige
Rolle bei der Reaktion des angeborenen Immunsystems der Lunge spielt. Seine Expression
nach bakterieller Stimulation wird durch Zigarettenrauch verhindert und kann durch
Katalase wieder verstärkt werden. Der zu Grunde liegende Mechanismus beinhaltet
eine Inhibition der Aktivierung von NF-κB p65 durch Zigarettenrauch nach bakterieller
Stimulation. Da die Abgabe der Zytokine IL-6 und IL-8 durch Zigarettenrauch nicht
beeinflusst wird, ist anzunehmen, dass die Expression dieser Zytokine nur zum Teil durch
NF-κB reguliert wird.
ii
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1 EINLEITUNG
1 Einleitung
1.1 Das angeborene Immunsystem
Das Epithel des respiratorischen Traktes ist ständig mit der Umwelt in Kontakt. Dazu ge-
hören neben Staub und Pollen auch mikrobielle Bestandteile oder ganze Mikroorganismen,
die über unsere Atemluft mit dem Epithel des Respirationstraktes in Kontakt kommen.
Das angeborene Immunsystem ist ein integraler Bestandteil des Epithels und wird durch
eine Vielzahl von Faktoren geschützt. Dazu gehören strukturelle Komponenten, wie der
geschlossene Zellverband des Epithels und lösliche Faktoren (Whitsett, 2002). Proteine
und Peptide, die in der Atemwegsflüssigkeit enthalten sind, wirken direkt antimikrobiell,
sind aber auch in der Lage, Entzündungsreaktionen zu beeinflussen. Prominente antimikro-
bielle Bestandteile der Atemwegsflüssigkeit sind neben Lysozym, Lactoferrin, Surfactant
Proteine und dem Komplement-System die Defensine und Cathelizidin. Letztere gehören
zu einer Gruppe kationischer Peptide, die von Epithelzellen, von myeloiden Zellen wie
Neutrophilen, Makrophagen und lymphoiden natürlichen Killerzellen gebildet werden.
Die Erkennung eindringender Pathogene erfolgt über Muster-erkennende Rezeptoren wie
Toll-like Rezeptoren (TLR) an der Zelloberfläche oder im Zytosol durch NOD-Rezeptoren
(„nucleotide binding and oligomerization domain”).
1.1.1 Mechanismen des angeborenen Immunsystems
Das angeborene Immunsystem schützt unseren Körper an vorderster Front vor ein-
dringenden Pathogenen. Eine wesentliche Voraussetzung dafür ist die Erkennung der
Mikroorganismen und die Unterscheidung zwischen Kommensalen und Pathogenen. Dem
Organismus stehen dafür unterschiedlichste Rezeptoren zur Verfügung, unter denen die
TLRs die am besten charakterisierten sind. Sie dienen als mustererkennende Rezeptoren
(PRR = „pattern recognition receptors”), die eine Vielzahl von konservierten Strukturen
erkennen, die mit Pathogenen (PAMP = „pathogen-associated molecular pattern”) und
vermutlich auch wirtsspezifischen Mustern assoziiert sind (Akira et al., 2006; Basu and
Fenton, 2004; Greene and McElvaney, 2005; Janeway and Medzhitov, 2002).
Neben den TLRs gibt es noch Typ I C-Typ Lectin Transmembranrezeptoren, zu denen
der Mannose Rezeptor und Dectin-1 zählen. Diese Familie von PRRs ist gekennzeichnet
durch vielfältige extrazelluläre Lectin-ähnliche Domänen, die Kalzium-abhängig mit
Bakterien, Hefen und Viren interagieren können (McGreal et al., 2005). Zusätzlich besitzen
Mannose-Rezeptoren eine Cystein-reiche Domäne, die es ihnen ermöglicht, endogene
Glykoproteine zu binden (Fiete et al., 1998) und eine Fibronektin Typ II Domäne, von
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bisher ungeklärter Funktion. Dectin-1 ist an der pro-inflammatorischen Reaktion, der
Phagozytose und angeborenen Immunreaktion gegenüber Zellwandbestandteilen von
Pilzen durch Makrophagen beteiligt (Brown, 2006; Brown and Gordon, 2001).
Zwei weitere Familie von PRRs, die wie die TLRs auch durch eine leuzinreiche Domäne zur
Erkennung von PAMPs gekennzeichnet sind, sind die zytosolischen NOD-like Rezeptoren
(NLR) und RIG-like („retinoic acid inducible protein I”) Rezeptoren (RLR). RLRs erkennen
virale dsRNA, die aus dem Endosom in das Zytosol gelangt ist. Unter den NLRs sind
NOD1 und NOD2 die am besten charakterisierten, die intrazellular Bestandteile von
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien erkennen. Die Bakterien werden dabei
entweder endosomal aufgenommen und gelangen mittels Pathogenitätsfaktoren aus dem
Endosom in das Zytosol (Typ-III oder Typ-IV Sekretionssystem), benutzen porenbildende
Toxine oder aktivieren Poren in der Zelloberfläche (auch endosomal), durch die sie in
das Zytosol gelangen können. Je nach Ligand und NLR kann es zu einer Aktivierung
von IL-1β durch Caspase-1 kommen, zur NF-κB und JNK abhängigen IL-8 und COX-2
Abgabe oder zur Expression von antimikrobiellen Peptiden kommen.
1.1.1.1 Toll-like Rezeptoren TLRs sind hoch konservierte Rezeptoren, die man von
den Fadenwürmern bis zu den Säugetieren nachweisen kann (Akira and Takeda, 2004;
Beutler, 2004; Hoffmann, 2003; Janeway and Medzhitov, 2002). Ursprünglich wurde
der Toll-Rezeptor bei Drosophila gefunden und ist dort verantwortlich für die dorsoven-
trale Polarität des Embryos. Toll spielt in Drosophila auch eine wichtige Rolle bei der
Immunabwehr gegenüber Pilzinfektionen (Lemaitre et al., 1996).
Bis jetzt wurden 13 unterschiedliche TLRs in Säugetieren gefunden, wovon 11 im Men-
schen und 13 in der Maus exprimiert werden (Akira et al., 2006). Sie sind integrale
Membran-Glykoproteine, die in der extrazellulären Domäne eine unterschiedliche Anzahl
Leuzinhaltiger Sequenzmotive haben (LRR = „leucine-rich-repeats”), deren proteinbioche-
mischen Eigenschaften Protein-Protein-Interaktionen ermöglichen (Akira and Sato, 2003).
Die zytoplasmatische Signaldomäne der TLRs weist Homologien zu dem Interleukin-1
Rezeptor (IL-1R) auf (TIR = „Toll / IL-1R homology domain”) (Bowie and O’Neill,
2000) und hat eine große Bedeutung in der Signaltransduktion, da hierüber nach der
Aktivierung des Rezeptors die weitere Signalkaskaden in der Zelle angesprochen werden
(O’Neill, 2002).
Die TLRs unterscheiden sich in der Abfolge der Aminosäuren in der LRR-Domäne, die
für die Erkennung verschiedene PAMPs verantwortlich ist (Barton and Medzhitov, 2002).
Eine Gruppe besteht aus TLR1, TLR2, TLR4 und TLR6, die überwiegend Lipide wie
Lipoteichonsäure und Peptidoglycan erkennen und an der Zelloberfläche lokalisieren.
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TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 erkennen Nukleinsäuren, wie RNA oder DNA und sind
intrazellulär zu finden. Die LRR Domäne ist außerdem für die Dimerisation der TLRs
verantwortlich. Der allgemeine Signalweg über TLRs beinhaltet die Interaktion mit dem
Liganden und die Dimerisierung des TLR, woraufhin liganden- und rezeptorspezifisch
unterschiedliche Signalwege der Zelle aktiviert werden (siehe 1.1.1.2).
• TLR4 ist der am besten charakterisierte TLR. Er wird sowohl durch externe Stimuli
wie Lipopolysaccharide Gram-positiver Bakterien, Mannuronsäure von P.aeruginosa
und F-Protein des RSV-Virus („respiratory syncytial virus”) aktiviert, als auch
von endogenen Signalen wie Hitzeschockproteine Hsp60, Hsp70 und Fibronectin
(Rallabhandi et al., 2006). TLR4 wird von Lungenepithelzellen (Alveolar- und Tra-
chealepithelzellen) intrazellulär gebildet, was biologisch sinnvoll ist, da diese Zellen
andauernd mit LPS in Kontakt sind und damit ununterbrochen pro-inflammatorische
Signale generieren würden (Guillot et al., 2004). Pro-inflammatorische Signale füh-
ren zu einem Einstrom von Neutrophilen und der Freisetzung von Neutrophiler
Elastase, die für das Gewebe schädlich ist. Bei Makrophagen und anderen Zellen
des Immunsystems wird TLR4 an der Zelloberfläche exprimiert.
• TLR2 interagiert mit einer Vielzahl unterschiedlichster Liganden, zu denen Be-
standteile Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien gehören, aber auch My-
kobakterien, protozoische Parasiten (Trypanosoma cruzi) und Zymosan aus der
Zellwand von Hefen (Sandor and Buc, 2005). Zusätzlich erkennt TLR2 lösliche
Faktoren von Staphylococcus epidermidis, Mycobacterium tuberculosis oder hit-
zegetötete Listeria monocytogenes. Zur Erkennung dieser Liganden bildet TLR2
Heterodimere mit TLR1 und TLR6 (Kirschning and Schumann, 2002), was die
Diversität und Spezifität der TLR-vermittelten Immunreaktion erhöht. TLR2 ist in
Atemwegsepithelzellen nachweisbar, wird aber nicht sehr stark exprimiert (Hertz
et al., 2003).
• TLR3 wird durch dsRNA aktiviert, das als ein Kennzeichen einer viralen Infektion
gilt und induziert über einen NF-κB abhängigen Signalweg die Produktion von
Interferon-α (IFN-α) und trägt damit direkt zur antiviralen Abwehr bei. Da TLR3
an endosomalen Membranen gebildet wird, nimmt man an, dass die virale dsRNA,
die TLR3 erkennt, von infizierten und lysierten Zellen stammt, die endozytotisch
aufgenommen worden sind (Schröder and Bowie, 2005) oder von Viren, die über
das Endosom aufgenommen wurden.
• TLR5 ist für die Erkennung einer stark konservierten Aminosäure-Sequenz von
Flagellin, einem strukturellen Bestandteil von Flagellen vieler pathogener Bakterien,
verantwortlich (Hayashi et al., 2001). Die Aktivierung von TLR5 durch Flagellin
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führt zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch die Produktion
proinflammatorischer Zytokine und führt außerdem zu einer Aktivierung und Reifung
von dendritischen Zellen. TLR5 wird in Atemwegsepithelzellen basolateral expri-
miert und kann nur mit Flagellin interagieren, welches entweder über Endozytose
aufgenommen worden ist oder über andere Wege (z.B. Verletzung des Epithels)
in den Organismus gelangt ist (Steiner, 2007). Es wird auch angenommen, dass
Flagellin danach die apikale Lokalisation von TLR5 induziert (Hayashi et al., 2001).
• TLR9 interagiert mit unmethylierter CpG DNA und löst damit eine Th1-gerichtete
Immunreaktion aus (Hemmi et al., 2000). Prokaryoten besitzen nur unmethylierte
DNA während Wirbeltiere neben einer Anzahl weiterer DNA-Modifikationen ihre
DNA methylieren können. Im Genom von Bakterien kommen unmethylierte CpG-
Motive in hoher Anzahl vor, die bei Wirbeltieren unterdrückt, methyliert oder
durch immunneutralisierende Sequenzen flankiert werden (Daubenberger, 2007).
TLR9 wird intrazellular an Membranen des Endosoms gebildet und kann daher
besonders gut mit bakterieller DNA interagieren, die von endozytierten und lysierten
Pathogenen stammt. Neben TLR9 werden TLR7 und TLR8 ebenfalls endosomal
gebildet und erkennen antivirale Bestandteile und einzelsträngige RNA (Diebold
et al., 2004; Heil et al., 2004; Hemmi et al., 2002; Jurk et al., 2006).
1.1.1.2 TLR-Signaltransduktion TLRs werden von Zellen des angeborenen Immun-
systems und Epithelzellen exprimiert. Die Bindung eines Liganden an die LRR-Domäne
des TLRs bewirkt eine Dimerisierung des Rezeptors (Ozinsky et al., 2000) und die Ak-
tivierung der intrazellulären TIR-Domäne, die über unterschiedliche Signalkaskaden zu
der Expression und Abgabe einer Vielzahl von Effektorproteinen, wie Chemokinen und
Zytokinen (z.B. TNF-α, IL-8, IL-6, IL-1β) oder antimikrobiellen Peptiden wie hBD-2
(Akira and Sato, 2003) führt. Die Diversität und Spezifität der Interaktion von TLRs
mit ihren Liganden und der ligandenabhängigen Expression unterschiedlicher Zielgene
wird über verschiedene Mechanismen erreicht. Zum einen können TLRs untereinander
kooperieren und dabei nach der Bindung eines Liganden Heterodimere oder Homodimere
bilden. TLR1 und TLR2 sowie TLR2 und TLR6 bilden Heterodimere, TLR4 und TLR9
bilden jeweils Homodimere (O’Neill and Bowie, 2007). Ebenso wird angenommen, dass
TLR3 und TLR5 Homodimere bilden. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass TLR8 mit TLR7
und TLR9 Heterodimere bilden kann, die sich untereinander durch ihre Liganden stark in
der Signaltransduktion beeinflussen können (Wang et al., 2006a).
Ein weiterer Mechanismus zur Erhöhung der Komplexität und Spezifität der TLR-Signal-
transduktion ist die Verwendung von Adaptermolekülen, die in Abhängigkeit der extrazel-
lulären Liganden mit der hoch konservierten intrazellulären TIR-Domäne interagieren und
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damit zur Expression verschiedener Zielgene durch den selben TLR führen können (Takeda
and Akira, 2004). Derzeit sind beim Menschen fünf TLR-Adapterproteine bekannt, die sich
alle durch eine TIR-Domäne kennzeichnen, die auch schon für die TLRs charakteristisch ist.
Die TLR-Adapterproteine werden als MyD88 („myeloid differentiation primary-response
gene 88”, wobei „88” für die Zahl der Gene steht, die in der ursprünglichen Publikation
durch IL-6 induziert wurden (Lord et al., 1990)), MAL (MyD88-adaptor-like, teilweise auch
als TIRAP beschrieben),TRIF („TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-β”,
manchmal auch als TICAM1 bezeichnet), TRAM („TRIF-related adaptor molecule”, auch
TICAM2) und SARM („sterile α- and armadillo-motif-containing protein”) bezeichnet
(O’Neill and Bowie, 2007).
MyD88 ist das zentrale Adapterprotein in der TLR-Signalkaskade, das, außer bei TLR3
und teilweise TLR4, mit allen Toll-Like Rezeptoren, IFNγR1, IL-1R und IL-18R interagiert.
Der MyD88 abhängige Signalweg führt im Wesentlichen über die Kinasen IRAK-1 und
IRAK-4 („IL-1R-associated kinase”) zur Aktivierung von NF-κB und der Expression
NF-κB abhängiger Zielgene (Suzuki et al., 2002; Takeuchi and Akira, 2002) aber auch zur
Aktivierung und Kerntranslokation der Transkriptionsfaktoren p38, JNK, IRF1, IRF5 und
IRF7. Im Fall von TLR8 führt die Aktivierung von TLR8 zu einer Interaktion von MyD88
mit IRF1 mit anschließender Kerntranslokation von MyD88 und IRF1 (O’Neill and Bowie,
2007). Im Fall von TLR1-TLR2 oder TLR2-TLR6 Heterodimeren kann MyD88 nur über
den Adapter MAL mit der TIR-Domäne der TLRs interagieren.
Der TLR4-Signalweg kann sowohl MyD88 abhängig als auch MyD88 unabhängig aktiviert
werden. Bei dem MyD88 abhängigen Signalweg kann TLR4, ähnlich wie bei TLR1/2
und TRL2/6, nur über MAL mit MyD88 interagieren, was zu einer Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-κB, p38 und JNK führt.
Der MyD88-unabhängige Weg verläuft im Fall von TLR4 über die Adapter-Proteine
TRAM und TRIF, was zu einer Aktivierung von NF-κB, IRF3, IRF7 oder über FADD
zur Apoptose führen kann (O’Neill and Bowie, 2007). Über TLR3 wird ausschließlich
eine MyD88-unabhängige Signalkaskade aktiviert, die die Adapterproteine TRIF, TRAF3
und TRAF6 zur Aktivierung weiterer Kinasen und Initiation der Genexpression von IRF3,
IRF7, NF-κB oder FADD abhängiger Gene nutzt.
SARM, das einzige inhibitorische TIR-Adapterprotein, wird in unstimulierten Zellen kaum
gebildet. Nach einer Stimulation von TLR3 oder TLR4 erhöht sich die Expression von
SARM, woraufhin es zu einer vermehrten Interaktion von SARM mit TRIF kommt,
dass die weitere TRIF-abhängige Signalkaskade unterbindet ohne MyD88-abhängige
Signalwege zu stören (Carty et al., 2006).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des TLR-Signalwegs (verändert
nach O’Neill and Bowie (2007)). MyD88 ist, mit der Ausnahme von
TLR3 und einigen TLR4-Signalen, das zentrale TLR-Adaptermolekül. Alle
TLR-Rezeptoren besitzen eine TIR-Domäne, die mit der TIR-Domäne der
Adaptermoleküle interagieren und dadurch Signalkaskaden aktivieren. Die
Aktivierung von NF-κB kann sowohl über den MyD88 abhängigen als auch
den MyD88 unabhängigen Weg erfolgen.
1.1.2 Antimikrobielle Peptide
Als antimikrobielle Peptide bezeichnet man Peptide, die Bakterien abtöten oder deren
Wachstum hemmen können. Antimikrobielle Peptide werden auf Grund ihrer Größe,
Faltung oder Aminosäurezusammensetzung in verschiedene Familien eingeteilt. In den
Atemwegen von Vertebraten spielen Defensine und Cathelizidine die größte Rolle. Die
Defensine werden auf Grund ihrer unterschiedlich ausgebildeten Disulfidbrücken in α-
Defensine, β-Defensine und θ-Defensine unterteilt. α-Defensine werden beim Menschen
überwiegend von Neutrophilen, Makrophagen und Darmepithelzellen gebildet (Ganz et al.,
1985; Lehrer, 2007). β-Defensine spielen bei der epithelialen Abwehr von Mikroorganismen
eine große Rolle (Selsted and Ouellette, 2005). θ-Defensine sind bis jetzt nur beim
Rhesusaffen gefunden worden, der Mensch besitzt davon nur ein Pseudogen (Tang et al.,
1999). Aus der Familie der Cathelizidine besitzt der Mensch nur ein Peptid, hCAP-18/LL-
37, dass überwiegend von Neutrophilen aber auch von Epithelzellen gebildet wird (Bals
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and Wilson, 2003). Im Folgenden soll näher auf das humane Cathelizidin hCAP-18/LL-37
und die Defensine eingegangen werden.
1.1.2.1 Cathelizidine
Vorkommen
Ausgehend von einem konservierten Cathelizidin Sequenzmotiv können Peptide aus der
Familie der Cathelizidine in fast allen Säugetieren wie Primaten, dem Rind, der Maus
oder dem Hasen nachgewiesen werden (Ganz and Lehrer, 1998; Lehrer and Ganz, 1999;
Zanetti et al., 1995). Cathelizidine konnten auch bei Nicht-Säugetieren wie Vögeln (Lynn
et al., 2004) oder Fischen (Chang et al., 2005, 2006; Uzzell et al., 2003) identifiziert
werden. Die weite Verbreitung unter den Spezies und der hohe Grad an Konservierung
des Propeptids unterstreichen seine Wichtigkeit. Cathelizidine kennzeichnen sich durch
ein konserviertes Signalpeptid, einem Cathelin-ähnlichen Propeptid (Cathelin = cathepsin
L inhibtor ) und einer heterogenen, antimikrobiellen c-terminalen Domäne, die durch
Proteasen vom Propeptid abgespalten wird. Die Struktur des reifen c-terminalen Peptides
kann neben α-helikalen Formen beim Menschen, Kaninchen und Maus (Frohm et al.,
1997; Hirata et al., 1994a) auch β-Faltblatt Strukturen wie bei Schweinen annehmen
(Aumelas et al., 1996) und hat eine Länge von 12 bis 80 Aminosäuren (Zanetti et al.,
1995).
Genomische Organisation und Expression
Die Anzahl der gefundenen Cathelizidin Gene innerhalb einer Spezies reicht von einem
beim Mensch, der Maus und der Ratte, bis zu 11 beim Schwein. LL-37/hCAP-18 ist der
einzige Vertreter der Cathelizidine beim Menschen und wurde zuerst aus Knochenmark
isoliert (Cowland et al., 1995). hCAP-18/LL-37 wird beim Menschen durch das Gen CAMP
kodiert, dass auf Chromosom 3p21.31 liegt. Es ist etwa 2 kb lang und besteht aus einer
konservierten Abfolge von 4 Exons und 3 Introns (Zhao et al., 1995a,b). Auf Exon I bis II
sind die 5’UTR mit positiven und negativen regulatorischen Elementen und die konservierte
Cathelizidin Prodomäne kodiert. Exon IV enthält den hochvariablen antimikrobiellen C-
terminalen Teil und die 3’UTR. Das Cathelizidin Propeptid hat bei physiologischem pH
eine anionische Ladung und enthält ein Cathelizidin-Konsensusmuster am N-terminalen
Teil des Propeptids ( Y-x-[ED]-x-V-x-[RQ]-A-[LIMVMA]-[DQG]-x-[LIVMFY]-N-[EQ])
und eine zweite Konsensussequenz mit 2 der 4 konservierten Cysteine im mittleren Teil
(F-x-[LIVM]-K-E-T-x-C-x(10)-C-x-F-[KR]-[KE]) (Tomasinsig and Zanetti, 2005). Das
Peptid wird in myeloiden Zellen in seiner Proform exprimiert und in spezifischen Granula
gespeichert. Es wird von Atemwegsepithelzellen und Alveolarmakrophagen gebildet und
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in die Atemwegsflüssigkeit abgegeben (Agerberth et al., 2000; Bals et al., 1998b). LL-
37/hCAP-18 ist in vitro aus Zellüberständen primärer Explantate der Atemwege als
auch in vivo in bronchoalveolarer Spülflüssigkeit von Patienten nachgewiesen worden
(Agerberth et al., 1999; Bals et al., 1998b). Im Knochenmark gibt es eine Splicevariante,
die ein zusätzliches Exon Ib und ein verändertes Exon IV besitzt, das als Exon IIIb
bezeichnet wird (siehe Abb.2 und (Elloumi and Holland, 2008)).
Abbildung 2: Die Struktur und Prozessierung des humanen Cathelizidin
hCAP-18/LL-37. Das Gen besteht aus 4 Exons und hat eine Länge von etwa
2 kb. Im Knochenmark findet sich eine Variante, die durch unterschiedliches
Splicen ein Exon Ib und ein verändertes Exon IV, hier mit Exon IIIb
gekennzeichnet, enthält. Das Cathelizidin Pro-Peptid wir prozessiert und
anschließend von einer Vielzahl gewebe- und spezies-spezifischer Proteasen
gespalten, um den antimikrobiellen, C-terminalen Teil zu aktivieren.
Aktivierung
LL-37/hCAP-18 wird beim Mensch von Serin-Proteasen aktiviert und dabei in einen
Cathelin-ähnlichen N-terminalen Teil und einen C-terminalen, antimikrobiellen Teil von 38
Aminosäuren oder weniger gespalten. Das Peptid wird in Neutrophilen in einer inaktiven
pro-Form in spezifischen Granula gespeichert und nach der Sekretion durch die Serin-
Protease Proteinase-3 aktiviert (Sørensen et al., 2001). Im Samenplasma wird von dem
Pro-Peptid von der Protease Gastricsin das antimikrobielle Peptid ALL-38 abgespalten
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(Sørensen et al., 2003). Auf der Haut werden durch Serin-Proteasen der Kallikrein-Familie
mehrere kleine Peptide, mit veränderter und erhöhter antimikrobieller Aktivität als LL-37,
gebildet (Murakami et al., 2004; Yamasaki et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass
die Cathelin-ähnliche Prosequenz ebenfalls signifikante antimikrobielle und antiprotease
Aktivität besitzt (Zaiou et al., 2003).
Regulation
LL37/hCAP-18 wird von unterschiedlichen Zelltypen in verschiedenen Geweben gebildet.
Beim Menschen wird es durch Epithelzellen der Hornhaut, Keratinozyten, Atemwegse-
pithelzellen und intestinalen Epithelzellen gebildet (Agerberth et al., 1995; Dorschner
et al., 2001; Nilsson et al., 1999), es wird aber auch von Monozyten, NK-Zellen, B-Zellen
und γδT-Zellen abgegeben (Agerberth et al., 2000). Durch die Analyse der Promo-
torregion des Cathelizidin Gens in unterschiedlichen Spezies sind Bindestellen für die
Transkriptionsfaktoren NF-κB, NF-IL-6, acute phase response factor und IFNγ bindende
Sequenzen (Frohm et al., 1997; Gudmundsson et al., 1996; Wu et al., 2000; Zhao et al.,
1995a) und ein Vitamin-D bindendes Element identifiziert worden (Gombart et al., 2005).
In Neutrophilen, im Knochenmark und im Hoden wird die Expression des humanen
Cathelizidin hCAP-18/LL-37 durch inflammatorische Stimuli oder durch eine Infektion
induziert (Agerberth et al., 1995; Cowland et al., 1995). In humanen und murinen Mast-
zellen kann die Expression durch bakterielle Komponenten wie Lipopolysaccharid (LPS)
oder Lipoteichonsäure (LTA) induziert werden (Nardo et al., 2003). In Epithelzellen
des Darms wird die Expression durch kurzkettige Fettsäuren über einen Erk-abhängigen
(extracellular signal regulated protein kinase) Signalweg reguliert (Schauber et al., 2003).
Die Regulation in humanen Makrophagen wird durch Toll-like Rezeptoren gesteuert und
über Vitamin D vermittelt (Gombart et al., 2005; Liu et al., 2006). Dabei besteht ein
direkter Zusammenhang zwischen der Exposition mit Sonnenlicht (UVB-Strahlen) und
der Induktion der hCAP-18/LL-37 Expression durch TLR-2 Agonisten wie Mycobacterium
tuberculosis.
Sonnenlicht, insbesondere die darin enthaltenen UVB-Strahlen, lösen in Monozyten
und Keratinozyten eine Umwandlung von 7-Dehydroxycholesterol in Vitamin D3 aus,
dass dann durch die Vitamin-D Hydroxylase in bioaktives 1,25-Dihydroxy-D3 (1,25-D3)
reduziert wird (Mallbris et al., 2005). TLR-2 Liganden, wie Zellwandbestandteile von
M.tuberculosis, aktivieren TLR2/1 Heterodimere auf der Zelloberfläche zirkulierender
Makrophagen und induzieren dadurch die Expression des Vitamin-D Rezeptors (VDR) in
der Zelle. Die Aktivierung des VDR durch 1,25-D3 und damit seine Kerntranslokalisation
bewirkt unmittelbar die Expression von hCAP-18/LL-37 über die VDR-bindende Sequenz
im Promoter des CAMP-Gens (Gombart et al., 2005; Liu et al., 2006). Verwundungen
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der Haut führen ebenfalls zu einer Vitamin-D abhängigen hCAP-18/LL-37 Expression.
Keratinozyten werden dabei durch TGF-β1 oder TLR2/6 Liganden aktiviert, was zu
einer Expression der 1α-Hydroxylase CYP27B1 führt, die an der Synthese von 1,25-D3
beteiligt ist. Als Konsequenz wird mehr 1,25-D3 gebildet, was zu einer Expression von
hCAP-18/LL-37, TLR-2 und CD-14 führt. Höhere TLR-2 Konzentrationen ermöglichen
den Keratinozyten besser auf TLR-2 Liganden zu reagieren, was wiederum zu einer
erhöhten hCAP-18/LL-37 Expression führt (Schauber et al., 2007).
Die Induktion der Expression von hCAP-18/LL-37 in Lungenepithelzellen kann ebenfalls
durch Vitamin-D reguliert werden. Die Inkubation von primären Atemwegsepithelzellen
mit Vitamin-D führte nach 12 h zu einer 10-fach erhöhten Induktion der Cathelizidin
Genexpression, die durch eine Co-Inkubation mit Kalzium nochmals um den Faktor 2
gesteigert werden konnte. Funktionelle Studien zeigten einen Anstieg der antimikrobiellen
Aktivität der mit Vitamin-D3 behandelten Zellen, woraus man schließen kann, dass in
diesem Modell Cathelizidin in eine biologisch aktive Form umgewandelt wird (Yim et al.,
2007).
1.1.2.2 Defensine
Klassifizierung, Expression und Struktur
Die Defensine der Vertebraten werden in 3 größere Gruppen untergliedert, die sich
durch ein hoch konserviertes Muster von Disulfidbrücken unterscheiden (Ganz and Lehrer,
1995). Sie sind allgemein charakterisiert durch ihren kationischen Charakter mit einer
Nettoladung von +1 bis +11, ihre kurze Sequenz (18 bis 45 aa) und 3 intramolekulare
Disulfidbrücken. Defensine werden nicht durch Glykosilierung oder Acetylierung modifiziert
und bilden typischerweise Tertiärstrukturen, die aus antiparallelen β-Faltblättern bestehen.
Auf Grund des Abstands der einzelnen Cysteine zueinander und der Verknüpfung durch
Disulfidbrücken untereinenander, werden sie in α-Defensine, β-Defensine und zyklische
θ-Defensine eingeteilt.
Die α-Defensine 1-4 wurden zuerst aus azurophilen Granula von Neutrophilen isoliert.
Daher bezeichnet man sie auch als HNP1-4 (human neutrophil peptides 1-4) (Ganz et al.,
1985; Hill et al., 1991; Selsted and Harwig, 1989; Wilde et al., 1989). Die sechs Cysteine
der α-Defensine sind untereinander 1-6, 2-4, 3-5 verknüpft und die Konsensus-Sequenz
der α-Defensine lautet x1−2CxCRx2−3Cx3Ex3GxCx3Gx5CCx1−4, wobei x eine beliebige
natürliche Aminosäure sein kann (siehe Abb. 3). HNP1-4 werden von Neutrophilen in
die Atemwegsflüssigkeit der größeren Atemwege oder Alveolen abgegeben. Die humanen
α-Defensine 5 und 6 (HD-5, HD-6) findet man vorwiegend im Verdauungstrakt (Jones
and Bevins, 1992, 1993).
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Abbildung 3: Das Muster der Disulfidbrücken ist innerhalb der Spezies
konserviert. In (A) ist die Aminosäuresequenz einiger α-Defensine des
Menschen und der Maus dargestellt mit den typischen Verknüpfungen der
Cysteine über Schwefelbrücken. In (B) ist die Aminosäuresequenz einiger
β-Defensine gezeigt, die ebenfalls das typische Verknüpfungsmuster der
Cysteine zeigen.
Das erste β-Defensin hBD-1 (human beta-defensin-1) wurde aus Hemoflitrat isoliert
(Bensch et al., 1995). Es wird konstitutiv von Epithelien des Harnleiters und des respi-
ratorischen Traktes gebildet (Goldman et al., 1997; McCray and Bentley, 1997; Valore
et al., 1998) und wird von Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen sezerniert.
Die charakteristischen sechs Cysteine sind untereinander 1-5, 2-4, 3-6 verknüpft und
die Konsensussequenz lautet x2−10Cx5−6(G/A)xCx3−4Cx9−13Cx4−7CCxn, wobei x wieder
jede beliebige natürliche Aminosäure sein kann. Humanesβ-Defensin-2 (hBD-2) wurde
mit chromatographischen Methoden aus psoriatischen Hautläsionen isoliert (Harder et al.,
1997) und spielt in der Pathogenese dieser Krankheit eine wichtige Rolle (de Jongh et al.,
2005; Gambichler et al., 2008; Hollox et al., 2008; Nomura et al., 2003). Etwa zur gleichen
Zeit wurde hBD-2 in Atemwegsepithelzellen durch bioinformatische Methoden identifiziert
und isoliert (Bals et al., 1998a). Ein anderes Mitglied der Familie der β-Defensine, hBD-3,
wurde parallel durch Bioscreening und bioinformatische Methoden identifiziert (García
et al., 2001a; Harder et al., 2001; Jia et al., 2001), mittlerweile aber auch in Muttermilch,
den Atemwegen und im Serum gefunden (Armogida et al., 2004; Ishimoto et al., 2006).
hBD4 wurde zuerst durch die Analyse genomischer DNA-Sequenzen entdeckt (García
et al., 2001b), dann aber auch in den unteren Atemwegen und der Haut gefunden (Trivedi
et al., 2006; Yanagi et al., 2005). Durch den vermehrten Einsatz bioinformatischer Metho-
den und die Entstehung detaillierter genomischer Datenbanken, hat sich der Zeitraum, in
dem neue Gene entdeckt werden stark verkürzt. So wurden allein durch Computer-basierte
Datenbankrecherche des humanen und murinen Genoms bis zu 28 neue humane und 43
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neue murine β-Defensin Gene in 5 unabhängigen chromosomalen Regionen identifiziert
(Schutte et al., 2002).
Die dritte Klasse der Defensine, die in Säugetieren vorkommen, wurde bis jetzt allein
in Neutrophilen und Monozyten von Rhesusaffen und Pavianen gefunden und wird als
θ-Defensine oder Retrozykline bezeichnet. Auf molekularer Ebene bilden die θ-Defensine
eine zirkuläre Struktur, die aus zwei verkürzten α-Defensinen besteht (Garcia et al.,
2008; Tang et al., 1999; Tran et al., 2002). Genau wie α- und β-Defensine sind sie
gegen ein breites Spektrum von Bakterien und Pilzen antimikrobiell aktiv und können
Monozyten des peripheren Blutkreislaufs vor der Infektion durch einige HIV-Stämme
schützen (Fuhrman et al., 2007; Münk et al., 2003; Wang et al., 2007, 2006c, 2004b). Im
Gegensatz zu den anderen bis jetzt charakterisierten Defensinen, ist die antimikrobielle
Aktivität der θ-Defensine nicht salzabhängig (Selsted, 2004). Eine phylogenetische Analyse
mehrerer Altwelt- und Neuweltaffen hat ergeben, dass θ-Defensine nur von Altweltaffen
gebildet werden, während Menschen, Schimpansen, Bonobos und Gorillas nur θ-Defensin
Pseudogene besitzen, bei denen die mRNA eine Mutation im Bereich der Signalsequenz
besitzt, die ein Stopp-Codon erzeugt und so die Translation des reifen Genprodukts
verhindert (Nguyen et al., 2003).
Genomische Organisation
Die Genfamilie der Defensine in Säugetieren ist bei Menschen und Schimpansen an
5 unterschiedlichen Stellen im Genom lokalisiert, beim Menschen jedoch hauptsächlich
auf Chromosom 8p22-23. Bei Ratten, Mäusen und Hunden sind die Defensincluster auf
5 Bereiche im Genom verteilt, das bei der Maus hauptsächlich auf Chromosom 8A3
liegt (Patil et al., 2005; Schutte et al., 2002). Man kann davon ausgehen, dass sich die
Defensine aus einem gemeinsamen Vorläufer entwickelt haben, wobei die β-Defensine als
die ursprünglichsten gelten (Linzmeier and Ganz, 2005).
Die Defensine sind auf 2-3 Exons kodiert, wobei die 5’UTR, das Signalpeptid und
das Propeptid von dem ersten und teilweise dem zweiten Exon kodiert werden. Das
terminale Exon kodiert das reife Peptid und die 3’UTR. Für die α-Defensine existieren
zwei unterschiedliche Varianten: HD-5 und HD-6, die vorwiegend im Verdauungstrakt
exprimiert werden, besitzen 2 Exons. Auf dem ersten Exon wird der 5’UTR und das
Signal- und Propeptid kodiert, das reife Peptid und die 3’UTR werden von dem zweiten
Exon kodiert. Die myeloiden α-Defensine HNP1-4 besitzen 3 Exons, wobei das erste
Exon die 5’UTR enthält, das zweite Exon das Signal- und Propeptid kodiert und das
dritte Exon das reife Peptid und die 3’UTR enthält. Die β-Defensine werden einheitlich
auf 2 Exons kodiert, wobei das erste Exon die 5’UTR, das Signalpeptid und einen Teil
des Propeptids enthält und das zweite Exon einen Teil des Propeptids, das reife Peptid
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und die 3’UTR kodiert. θ-Defensine bestehen aus zwei verkürzten α-Defensinen, die in
ihrer Exon-Struktur denen der myeloiden α-Defensine entsprechen und 4 Aminosäuren
nach der carboxyterminalen Seite des vierten Cysteins im reifen Peptid ein Stopp-Codon
enthalten. Zwei verkürzte α-Defensin Propeptide werden durch Splicen „Head-to-Tail”
miteinander verknüpft und ergeben dadurch ein zyklisches Polypeptid, dass durch drei
Disulfidbrücken stabilisiert wird (siehe Abb. 4). θ-Defensine sind die einzigen bekannten
zyklischen Polypeptide in Tieren.
Polymorphismen der Defensin-Gene sind sowohl für α- als auch für β-Defensine bekannt.
Die α-Defensin Gene für HNP1 (DEFA1) und HNP3 (DEFA3) variieren in der Anzahl
der Kopien als auch der genomischen Lokalisation im 19-kb großen Tandem-Repeat auf
Chromosom 8p23.1 (Aldred et al., 2005; Mars et al., 1995). Dabei korreliert die Anzahl
der Kopien mit der RNA-Konzentration von HNP1 und HNP3 in Leukozyten (Aldred
et al., 2005). Beim β-Defensin Gencluster, dass die Gene für hBD2 (DEFB4), hBD3
(DEFB103) und hBD4 (DEFB104) umfasst und bis zu 240 kB groß ist, reicht die Anzahl
der Kopien von 1 bis 12, wobei am häufigsten 2 bis 7 Kopien vorhanden sind (Hollox et al.,
2003). Eine niedrige Kopienzahl des Genclusters korreliert mit einem erhöhten Risiko,
an Morbus Crohn zu erkranken. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten
mit Morbus Crohn ≤ 3 Kopien des DEFB-4 Gens besitzen, während sich bei gesunden
Menschen ≥4 Kopien des hBD-2 kodierenden Gens finden (Fellermann et al., 2006).
Eine weitere Studie an einem Holländischen und Deutschen Patientenkollektiv konnte
zeigen, dass die Zahl der Genkopien dieses Bereiches positiv mit dem Risiko an Psoriasis
zu erkranken korreliert (Hollox et al., 2008).
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Abbildung 4: Die Struktur der Defensingene und der Peptide (verändert nach
Selsted and Ouellette (2005)). Links ist die genomische Struktur der Defen-
singene dargestellt. Defensine bestehen typischerweise aus zwei Exons, eine
Ausnahme bilden die myeloischen α-Defensine, die aus drei Exons bestehen.
Die θ-Defensine entstehen aus der Ligation von zwei verkürzten myeloi-
schen α-Defensinen und enthalten daher auch drei Exons. Auf der rechten
Seite ist die Tertiär-Struktur einiger Defensine dargestellt. Die Strukturbil-
der wurden mit Hilfe von Firstglance (http://firstglance.jmol.org) und den
pdb-Bezeichnungen („protein data bank”, Koordinaten von 3D-Protein-
und Peptid-Strukturen) der jeweiligen Peptide erstellt. α-Helices sind in
pink dargestellt, β-Faltblattstrukturen in gelb, die Disulfidbrücken sind
hellgelb markiert.
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Regulation der Defensine
Die Expression der Defensine kann abhängig vom Zelltyp und Stimulus sowohl konsti-
tutiv als auch induzierbar sein. Die myeloiden α-Defensine HNP1-4, die α-Defensine des
Verdauungstrakts HD-5 -6 und hBD-1 werden konstitutiv exprimiert (Bensch et al., 1995;
Ganz et al., 1985; Jones and Bevins, 1992, 1993; Zhao et al., 1996). Proinflammatorische
Stimuli, Bakterien, Viren oder Pilze führen zu einer Induktion der Expression von hBD-2,
hBD-3 und hBD-4 (Donnarumma et al., 2004; Duits et al., 2003; García et al., 2001a,b;
Harder et al., 2001, 1997, 2000), die damit einen wesentlichen Beitrag zur angeborenen
Abwehrreaktion der Epithelien beitragen. Für die Regulation der Expression von Defensi-
nen in Epithelzellen liegen bislang nur Daten für hBD-2 vor. Die Induktion der hBD-2
Expression kann sowohl über den NF-κB Signalweg (Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2002),
AP-1 (Wehkamp et al., 2006) und über MAPKs (Krisanaprakornkit et al., 2002) erfolgen.
Die NF-κB abhängige Induktion von hBD-2 in Atemwegsepithelzellen scheint dabei über
lösliche Faktoren, die nach bakterieller Stimulation von Monozyten abgegeben werden,
verstärkt zu werden (Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2003). Dabei müssen zur effektiven
Aktivierung der hBD-2 Transkription beide im Promoter vorhandenen NF-κB Bindestellen
mit p50-p65 Heterodimeren besetzt sein (Kao et al., 2008). In Atemwegsepithelzellen
kann die Expression von hBD-2 noch über einen NF-κB unabhängigen Weg über den
Transkriptionsfaktor MEF („myeloid ELF-1-like factor”), einem Mitglied der Familie der
ETS Transkriptionsfaktoren induziert werden (Lu et al., 2004).
Die Expression von hBD-2 in Atemwegsepithelzellen erfolgt durch einen TLR-2 abhängigen
Weg nach der Stimulation der Zellen durch bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) und
kann durch eine Erhöhung der hBD-2 mRNA-Konzentration und Proteinkonzentration
nachgewiesen werden (Hertz et al., 2003). Die Induktion der hBD-2 Expression nach
einer Stimulation der Zellen mit LPS ist außerdem CD14-abhängig (Becker et al., 2000)
und kann durch Neutrophile Elastase ausgelöst werden (Griffin et al., 2003). Da die
Promoterregion des hBD-2 Gens auch Bindestellen für den Vitamin-D Rezeptor enthält,
bewirkt die Applikation von 1,25D3 nicht nur eine Induktion des TLR Co-Rezeptors CD14,
sondern auch eine verstärkte hBD-2 Expression in Keratinozyten, Monozyten, Neutrophilen
und der humanen Lungenepithelzelllinie Calu-3. Die erhöhte hBD-2 Expression korreliert
dabei mit einer verstärkten antimikrobiellen Aktivität gegenüber P.aeruginosa und E.coli
(Wang et al., 2004a).
1.1.2.3 Biologische Funktionen antimikrobieller Peptide Die Hauptfunktion der
antimikrobiellen Peptide besteht in ihrer antimikrobiellen Aktivität. α-Defensine, β-
Defensine und Cathelizidine zeigen eine antimikrobielle Wirkung gegenüber Gram positiven
und Gram negativen Bakterien, Viren und Hefen, besonders unter niedrigen Salz- und
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Plasmaproteinkonzentrationen (García et al., 2001a,b; Harder et al., 2001, 1997). α-
Defensine sind außerdem noch wirksam gegen einzellige Parasiten (Eckmann, 2003).
Der Mechanismus der antimikrobiellen Wirkung besteht sehr wahrscheinlich in einer
Permeabilisierung der Zellmembran, ist aber im Detail noch nicht verstanden. Es werden
dafür mehrere Modelle vorgeschlagen, die alle eine Anlagerung der Peptide an die Membran
vorsehen, woraufhin es zu einer Störung der Integrität der Membran kommt und sich
Poren bilden können, durch die dann Metabolite der Mikroorganismen entweichen können
oder es durch einen freien Ionenfluß zu einer Störung des Membranpotentials kommt
(Brogden, 2005; Lehrer et al., 1989).
Komponenten der Atemwegsflüssigkeit können die Wirkung antimikrobieller Peptide
negativ beeinflussen. Entzündliche Krankheiten der Atemwege wie COPD oder chronisches
Asthma sind Risikofaktoren für eine bakterielle Infektion der Atemwege (Martin et al.,
2001; Murphy, 2006). Gründe könnten in einer Beeinträchtigung des Mucus-Transports
liegen (Chilvers and O’Callaghan, 2000), einer Inaktivierung des Immunsystems durch
pro-inflammatorische Zytokine (Beisswenger et al., 2006) oder in einer Inaktivierung der
antimikrobiellen Peptide durch bakterielle Proteasen (Schmidtchen et al., 2002). LL-37
interagiert mit Mucinen in der Atemwegsflüssigkeit und wird dadurch in seiner Wirkung
beeinflusst, was besonders bei Krankheiten wie cystischer Fibrose eine Rolle spielen kann
(Felgentreff et al., 2006; Smith et al., 1996). α-Defensine können auch mit Antiproteasen
wie α1-Antitrypsin interagieren und dadurch ihre Antiprotease-Aktivität behindern, was
zu einer Verstärkung der Inflammation führt (Panyutich et al., 1995).
Neben der antimikrobiellen Aktivität besitzen diese Peptide weitere biologisch relevante
Funktionen. Auf Grund ihres hohen kationischen Potentials, könne Defensine nicht nur
mit mikrobiellen Zellmembranen interagieren, sondern auch mit eukaryotischen Zellen.
Das spielt besonders bei Krankheiten mit einer persistierenden Inflammation eine Rolle,
wie man es z.B. bei chronischer Bronchitis oder zystischer Fibrose beobachtet (Ashitani
et al., 1998; Soong et al., 1997). Die hohen Konzentrationen von α-Defensinen in den
Atemwegssekreten dieser Patienten können eine direkte zytotoxische Wirkung auf die
eigenen Zellen haben (Aarbiou et al., 2006; Wetering et al., 1997a) und führen zudem
zu einer Exazerbation der Entzündung durch die proinflammatorischen Eigenschaften
der α-Defensine (van Wetering et al., 2002; Wetering et al., 1997b), die ein Einströmen
von Neutrophilen zur Folge hat (Aarbiou et al., 2006). Die bereits erwähnte kationische
Natur der antimikrobiellen Peptide hat aber auch zur Folge, das z.B. Cathelizidin in der
Lage ist, LPS zu binden und zu inaktivieren (Hirata et al., 1994b) und damit im Tiermo-
dell vor septischem Schock schützen kann (Brackett et al., 1997). Viele antimikrobielle
Peptide haben eine chemotaktische Wirkung auf Zellen des erworbenen Immunsystems.
Die Defensine HNP1-3, hBD-1, hBD-2, hBD-3, mBD-2 (murines β-Defensin-2) und
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mBD-3 sind chemotaktisch für unreife dendritische Zellen (Yang et al., 2004), huma-
ne α-Defensine sind chemotaktisch für Lymphozyten und HNP1-3 wirken über einen
G-Protein gekoppelten Rezeptor chemotaktisch auf Monozyten (Chertov et al., 1996;
Yang et al., 2000a). Das humane Cathelizidin LL-37 bindet an den FPRL1-Rezeptor
(„formyl peptide receptor-like 1”), der von Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten
exprimiert wird (Yang et al., 2000b). LL-37 unterdrückt durch seine Interaktion mit dem
FPRL1-Rezeptor und P2X7-Rezeptoren auf Neutrophilen die neutrophile Apoptose bei bak-
teriellen Infektionen (Nagaoka et al., 2006). Daneben fördert LL-37 die Angiogenese und
Neovaskularisation (Koczulla et al., 2003) und das Wachstum von Atemwegsepithelzellen
und Lungenkrebszellen (Shaykhiev et al., 2005; von Haussen et al., 2008).
Obwohl neben den oben aufgezählten Eigenschaften noch eine Vielzahl an rezeptorver-
mittelter Aktivität antimikrobieller Peptide bekannt sind, ist die biologische Bedeutung
bislang unklar, da es bis jetzt nicht bewiesen ist, ob die antimikrobielle Peptide als
Hauptliganden an den entsprechenden Rezeptoren agieren oder die Aktivität andere
Liganden mit dem Rezeptor modulieren.
1.2 Der NF-κB Signalweg
NF-κB wurde ursprünglich als DNA-bindender Faktor an das transkriptionsverstärkende
Element der leichten Immunglobulin-κ Kette in aktivierten B-Zellen (Sen and Baltimore,
1986) entdeckt. Weitere Analysen zeigten, dass NF-κB ein universeller Transkriptions-
faktor ist, der in allen Zelltypen vorhanden ist und die Transkription unterschiedlichster
Gene und zellulärer Prozesse steuert (Baldwin, 1996; Lenardo and Baltimore, 1989).
Die NF-κB Transkriptionsfaktoren gehören zu einer Familie von Proteinen, die eine
N-terminale Rel-Domäne besitzen. Dieses etwa 300 Aminosäuren lange Sequenzmo-
tiv wurde zuerst in einem Oncogen eines Gammaretrovirus von Vögeln identifiziert
(Rel = Reticuloendotheliose Virus) (Chen et al., 1983). Zu den Rel-Proteinen gehören
zwei Familien von Transkriptionsfaktoren, die NF-κB Transkriptionsfaktoren und die
NFAT-Transkriptionsfaktoren („nuclear factor of activated T-cells”). Beide Transkripti-
onsfaktoren müssen Hetero- oder Homodimere bilden wenn sie in den Zellkern wandern,
um dort an die DNA zu binden und die Gentranskription zu initiieren oder zu modulieren.
Für beide Aktionen ist die Rel-Domäne essentiell, da sie sowohl für die Dimerisierung, die
DNA-Bindung und die Kerntranslokation verantwortlich ist.
NFAT-Transkriptionsfaktoren sind an der Aktivierung von T-Zell Rezeptoren, Entzündungs-
reaktionen, dem osmotischem Gleichgewicht (Macian, 2005), aber auch am Zellwachstum
und der Entwicklung in unterschiedlichen Zelltypen beteiligt (Benedito et al., 2005; Hogan
et al., 2003).
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Die Familie der NF-κB Transkriptionsfaktoren sind an unterschiedlichsten Prozessen
in der Zelle beteiligt. Dazu gehören inflammatorische Reaktionen, Funktionen in der
Immunantwort sowie Entwicklungsprozesse, Zellwachstum und Apoptose (Baldwin, 1996).
Sie sind eine Familie von hoch konservierten eukaryotischen Transkriptionsfaktoren, die bei
einer Vielzahl von Organismen wie der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (Wasserman,
1993), und auch bei einfacheren Lebewesen wie den Cnidaria (Seeanemonen und Korallen)
(Sullivan et al., 2007) und den Porifera (Schwämme) (Gauthier and Degnan, 2008) nach-
gewiesen werden konnten. Unter den gebräuchlichsten eukaryotischen Modellorganismen
sind NF-κB Proteine bei der Hefe und dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans nicht
nachweisbar, wobei C.elegans den NF-κB Signalweg evolutionsgeschichtlich verloren hat
und Hefe einige Haupteffektorfunktionen des NF-κB Signalwegs, wie Inflammation und
Immunität, nicht besitzt (Graef et al., 2001).
1.2.1 Signaltransduktion
NF-κB Transkriptionsfaktoren sind im nicht-stimulierten Zustand an inhibitorische Protei-
ne gebunden oder werden als inaktive Vorläuferproteine synthetisiert, die überwiegend im
Zytoplasma zu finden sind und keine Gentranskription im Zellkern beeinflussen können.
Zu den NF-κB Proteinen gehören fünf verschiedene Untereinheiten, die Hetero- und
Homodimere bilden und alle als gemeinsames Merkmal eine Rel-Domäne besitzen, von
denen jedoch nur RelA (p65), RelB und cRel auch eine Transaktivierungs-Domäne (TAD)
haben, und damit die Gentranskription auslösen können. Die anderen Untereinheiten,
p50 und p52, haben keine TAD und werden als Vorläuferproteine p100 und p105 im
Zytoplasma gebildet (Hayden and Ghosh, 2004). Zur Aktivierung der Transkription über
den klassischen NF-κB-Weg sind deshalb immer Heterodimere oder Homodimere nötig,
die aus Untereinheiten mit einer TAD bestehen. Heterodimere aus p50 und p52 oder
Homodimere aus diesen Untereinheiten wirken hemmend auf die Gentranskription.
Im inaktiven Zustand binden die NF-κB Dimere an inhibitorische Proteine, die so ge-
nannten IκBs („inhibitors of NF-κB”), IκBα, IκBβ oder IκBε und die Vorläuferproteine
p100 und p105. Alle IκB-Proteine besitzen als gemeinsames Merkmal fünf bis sieben
Ankyrin-Sequenzmotive, die sich in länglichen Zylindern anordnen und an die Dimeri-
sierungsdomäne der NF-κB Dimere binden (Hatada et al., 1992). Die Strukturanalysen
kristallographischer Modelle von IκBα und IκBβ mit daran gebundenen Heterodimeren
aus p65/p50 oder p65/cRel hat gezeigt, dass IκBα-Proteine nur die NLS von p65 blo-
ckieren, während die NLS von p50 weiterhin zugänglich ist. Dadurch würde der Komplex
aus IκBs und Rel-Proteinen in den Zellkern translozieren können. Eine Kernexportsequenz
von p65 und IκBα führt jedoch dazu, dass sich der Komplex nur sehr kurz im Zellkern
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aufhält und daher überwiegend im Zytoplasma zu finden ist (Huxford et al., 1998; Malek
et al., 2001, 2003). Durch die Degradation von IκBα wird die NLS von p65 wieder frei
zugänglich und es kommt zu einer Kernlokalisation von p65/p50.
Bcl-3 und IκBς sind atypische IκB-Proteine, die ebenfalls Ankyrin-Sequenzmotive besit-
zen, zusätzlich jedoch die Gentranskription mit NF-κB Untereinheiten initiieren können
(Hayden and Ghosh, 2004). Bcl-3 gehört zu den Proto-Oncogen, besitzt jedoch eine
TAD und kann mit p50 und p52 Hetero- und Homodimere im Zellkern bilden. Der
genaue Mechanismus der Transkriptionsaktivierung durch Bcl-3 ist weitgehend unklar.
Ein Mechanismus könnte die Stabilisierung der Bindung von p50 Homodimeren durch
Bcl-3 an die DNA sein, wodurch die Bindung anderer aktivierender NF-κB Dimere an
den Promoter verhindert werden würde. Dieser Mechanismus könnte eine Rolle bei der
LPS Toleranz von Makrophagen spielen (Carmody et al., 2007).
IκBς hat mehr Ähnlichkeit mit Bcl-3, als mit den anderen Mitgliedern der IκB-Protein-
familie. Die Expression von IκBς wird in Abhängigkeit von IL-1 und TLR4 Liganden
induziert, die eine Kerntranslokation von IκBς bewirken (Hayden and Ghosh, 2004).
Es gibt insgesamt drei Arten der NF-κB Aktivierung, den kanonischen Weg, den atypischen
Weg und den nicht-kanonischen Weg (Perkins, 2007). Am besten untersucht ist der
kanonische Weg der NF-κB Aktivierung, der durch pro-inflammatorische Zytokine, LPS
oder die Aktivierung des T-Zell Rezeptors ausgelöst wird (Hayden and Ghosh, 2004). Die
Aktivierung von NF-κB erfolgt hier durch eine Phosphorylierung von IκBα an mehreren
Serin-Resten, was zu einer Ubiquitinierung und der Degradation von IκBα führt und
eine Kerntranslokation des p50/p65 Heterodimers ermöglicht. Die Phosphorylierung von
IκBα wird durch eine Aktivierung des IKK-Komplexes (IκB-Kinase) initiiert, der aus drei
Untereinheiten besteht. Die Aktivität der katalytischen Untereinheiten IKKα und IKKβ
wird durch mehrere Kopien einer regulatorischen Untereinheit NEMO („NF-κB essential
modifier”, auch IKKγ) reguliert. Durch Knockout-Studien konnte gezeigt werden, dass
im kanonischen NF-κB Signalweg IKKβ die dominante IκB-Kinase ist (Pasparakis et al.,
2006).
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Abbildung 5: Die Aktivierung des NF-κB Signalwegs durch verschiedene
Liganden und Kinasen. Der kanonische NF-κB Weg wird IKK-abhängig
durch TNFα, IL-1 oder LPS aktiviert und führt nach der Degradation des
NEMO-Komplexes (IκBγ) zu der Kerntranslokation und DNA-Bindung
von p50/p65 Heterodimeren. In einer IKK-unabhängigen Aktivierung von
p50/p65 (atypischer NF-κB Weg) wird die Aktivierung von NF-κB durch
H2O2, Hypoxie, UV-Strahlung oder die Expression von Her2 (erbB2) gesteu-
ert. Der nicht-kanonische Weg kann durch LPS, LMP1 (Membranprotein
des Eppstein-Barr Virus) oder CD40 aktiviert werden und führt über NIK
(„NF-κB inducing kinase”) zu einer Phosphorylierung von p100 durch
IKKα. Eine anschließende Ubiquitinierung und Prozessierung von p100 zu
p52 erlaubt die Gentranskription durch p52/RelB Heterodimere (verändert
nach Perkins (2007)). IkBa - IκBα; IKKa - IKKα; IKKb - IKKβ; IKKg -
IKKγ; TNFa - TNFα; Ub - Ubiquitinierung; P - Phosphorylierung.
Der nicht-kanonische Weg wird unter anderem durch LPS, Lymphotoxin Rezeptoren oder
CD40 induziert (Bonizzi and Karin, 2004). Hier werden NF-κB Heterodimere aus p52
und RelB durch IKKα aktiviert. Der atypische NF-κB Signalweg beinhaltet eine IKK-
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unabhängige Aktivierung von p50/RelA, die im Wesentlichen von Hypoxie, oxydativem
Stress oder UV-Strahlung ausgelöst werden kann (Perkins, 2007).
1.3 Zelluläre Funktionen von Hitzeschockproteinen
Hitzeschockproteine (Hsp) wurden durch einen Zufall in den Speicheldrüsen von Droso-
phila melanogaster entdeckt (Ritossa, 1962). Aus Versehen wurde die Temperatur eines
Zellinkubators höher eingestellt, als beabsichtigt. Daraufhin kam es zu einem veränderten
Genexpressionsmuster in den Speicheldrüsen der darin befindlichen Fliegen. Hitzeschock-
proteine werden unmittelbar nach der Applikation eines Hitzeschocks exprimiert und
finden sich in allen eukaryotischen Lebewesen (Kregel, 2002). Hsps werden nach ihrem
apparenten Molekulargewicht in unterschiedliche Familien eingeteilt. Daraus ergibt sich
die Benennung in Hsp-25, Hsp-32, Hsp-47, Hsp-60, Hsp-70, Hsp-90 und Hsp-110.
Unter normalen Bedingungen lagern sich Chaperone an naszierende Proteine an und
verhindern deren ungeordnete Faltung während der Synthese, indem sie die Aminosäuren-
ketten in einem geordneten Zustand halten, bis die Proteindomäne komplett synthetisiert
ist. Sie unterstützen die Translokation von ungefalteten Peptidketten durch die Membran
von Organellen. Für Hsp-60 und dem prokaryotischen Homolog GroEL konnte gezeigt
werden, dass es die Faltung monomerer Peptidketten (Ostermann et al., 1989) und
die Faltung von Untereinheiten oligomerer Proteine in einer ATP-abhängigen Reaktion
unterstützt (Zheng et al., 1993). Weitere Untersuchungen mit Hsp-70 zeigten, dass
Chaperone Proteine vor der Denaturierung durch Hitzestress schützen (Pelham, 1984)
und mit naszierenden Peptidketten an Ribosomen interagieren, um Protein-Untereinheiten
so lange in einem geordneten Zustand zu halten, bis die Proteinsynthese einer Untereinheit
fertiggestellt ist (Beckmann et al., 1990; Frydman et al., 1994).
Chaperone liegen meistens als Monomere (z.B. Hsp-70) oder als Dimere (Hsp-90αund
Hsp90β) mit anderen Co-Chaperonen komplexiert im Zytosol vor. Sie haben eine ami-
noterminale ATPase Domäne, eine carboxyterminale Polypeptid-Bindedomäne und im
Falle von Homodimeren eine Dimerisierungsdomäne in der Nähe des C-Terminus. Über
die Polypeptid-Bindedomäne findet die Interaktion mit hydrophoben Bereichen von lineari-
sierten oder teilweise denaturierten Proteinen statt. Dabei wird die Kinetik der Interaktion
der Chaperone mit dem Substrat über Co-Chaperone reguliert, die die Aktivität der
ATPase-Domäne des Chaperons regulieren und den Austausch von hydrosyliertem ATP
ermöglichen (Young et al., 2004). Chaperone interagieren mit ihrem Substrat in einer
ADP-gebunden Form und dissoziieren von ihrem Substrat weg, nachdem ADP durch ATP
mit Hilfe der Co-Chaperone ersetzt wurde.
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Außer der klassischen Aufgabe in der Induktion der Thermotoleranz des Organismus werden
Hsps durch eine Vielzahl anderer Stimuli induziert, so dass der Terminus Stressproteine
passender scheint. Die Induktion von Chaperonen kann Zellen vor dem schädlichen Einfluss
von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen (Szabó et al., 1996; Wang et al.,
1996) oder der LPS-induzierten Apoptose (Wong et al., 1996) schützen.
1.3.1 Alternative Funktionen von Hitzeschockproteinen
Außer protektiven Eigenschaften für die Struktur von Proteinen können Hsps Signalwege
der Zelle modulieren. Für Hsp-70 und Hsp-90 ist gezeigt worden, dass sie die Aktivierung
von NF-κB beeinflussen können. Hsp-70 kann durch eine Bindung an IKKγ (NEMO)
die Aktivierung von NF-κB verhindern, indem es die Dissoziation des NEMO-Komplexes
unterdrückt, worauf die Phosphorylierung von IκBα durch IKKβ nicht stattfinden kann.
Dadurch kommt es zu keiner Aktivierung von p50/p65 Heterodimeren und der darauf
folgenden Genexpression (Agou et al., 2002; Ran et al., 2004; Weiss et al., 2007). Hsp-
70 kann außerdem in die Signaltransduktion des MyD88-abhängigen TLR-Signalweges
eingreifen, indem es durch eine Bindung an TRAF6 dessen Ubiquitinierung und damit
Aktivierung verhindert (Chen et al., 2006).
Hsp-90 dagegen scheint für die Aktivierung von NF-κB essentiell zu sein, da es mit
Untereinheiten im IKK-Komplex interagiert. Eine neue Studie zeigt, dass Hsp-90 für
die Biosynthese der IKK-Untereinheiten nötig ist und zusammen mit dem Cofaktor
Cdc-37 die Reifung des IKK-Komplexes ermöglicht. Weiterhin ist der Hsp-90/Cdc-37-
Chaperonkomplex für die Aktivierung des IKK-Komplexes nötig (Broemer et al., 2004;
Hinz et al., 2007). Eine Inhibition von Hsp-90 durch Inhibitoren, die die ATPase-Funktion
von Hsp-90 inhibieren, oder eine Hitzeschockbehandlung führte zu einem proteasomalen
Abbau der IKK-Proteine und einer Inhibition des NF-κB-Signalwegs (Pittet et al., 2005).
Neben der intrazellulären Funktion bei der Aufrechterhaltung und Initiation der Pro-
teinfaltung und Regulation der NF-κB Aktivität deuten immer mehr Daten auf eine
extrazelluläre Funktion von Hsps als Signalmoleküle und Faktoren in der Vesikelbildung,
dem Vesikelrecycling, dem Proteintransport und der Aktivierung von Zellen des angebore-
nen und adaptiven Immunsystems hin. Dabei wird die Aktivität und Spezifität in vielen
Fällen über Cochaperone spezifiziert (Young et al., 2003).
Hsp70 kann von Zellen aktiv über einen exosomalen Weg abgegeben werden und mit TLR2
und TLR4 Rezeptoren interagieren. Je nach Zelltyp kommt es danach zu unterschiedlichen
Zytokinantworten, die sowohl pro-inflammatorisch als auch anti-inflammatorisch sein
können (Asea et al., 2000, 2002; Hunter-Lavin et al., 2004; Luo et al., 2008; Mezayen
et al., 2007; Vabulas et al., 2002). Extrazelluläres Hsp-70 aktiviert Makrophagen und
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erhöht spezifisch die Phagozytose der Makrophagen (Vega et al., 2008; Wang et al.,
2006b). Es ist ein Adjuvans bei der Prozessierung und Präsentation von Antigenen durch
antigenpräsentierende Zellen (Mezayen et al., 2007; Zitzler et al., 2008). Außerdem erhöht
extrazelluläres Hsp-70 die Proliferation und zytolytische Aktivität von CD4+ T-Helferzellen
und die unspezifische Expression von Granzym B (Figueiredo et al., 2008).
Für Hsp-90 ist gezeigt worden, dass es vermehrt an der Oberfläche von Krebszellen zu
finden ist. Es konnte eine vermehrte Expression von Hsp-90 an der Zelloberfläche von
kleinzelligen Lungenkrebszellen und malignen Melanomen gezeigt werden. Dabei scheint
das Protein vor allem für die Metastasierung, Invasion und Migration von Krebszellen
verantwortlich zu sein (Tsutsumi and Neckers, 2007). Die Expression von Hsp-90 ist in
Tumorzellen etwa 2-10 mal höher, als in normalen Zellen. Eine Inhibition von Hsp-90 in
Tumorzellen führte in verschiedenen Xenotransplantations-Modellen zu einem Rückgang
des Tumors oder zu einer erhöhten Empfindlichkeit der Tumorzellen gegenüber einer
konventionellen Therapie (Isaacs et al., 2003; Lang et al., 2007, 2008).
1.4 Die Rolle des angeborenen Immunsystems bei entzündlichen
Infektionen der Atemwege
1.4.1 Pneumonie
Bei einer Pneumonie handelt es sich im Allgemeinen um eine akute oder chronische
Entzündung des Lungengewebes, die durch eine Infektion mit Bakterien, Viren oder
Pilzen hervorgerufen wird. Die Pneumonie wird in drei Klassen unterteilt. Die ambulant
erworbene Pneumonie (CAP, „community acquired pneumonia”) ist eine außerhalb des
Krankenhauses erworbene Pneumonie, wozu aber auch im Alters- oder Pflegeheim er-
worbene Pneumonien zählen. Zu den häufigsten Erregern gehören hier Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Chlamydia pneumoniae und Legionella sp.. Die
nosokomiale Pneumonie ist eine im Krankenhaus erworbene Pneumonie (HAP = „hospital
aquired pneumonia”), die erst nach einigen Tagen stationären Aufenthalts auftritt. Eine
Sonderform stellt die beatmungsassoziierte Pneumonie (VAP = „ventilator associated
pneumonia”) dar. HAP und VAP sind häufig mit Infektionen durch Pseudomonas aerugi-
nosa, Enterobacter sp., Escherichia coli, Proteus sp., Serratia sp., Klebsiella pneumoniae
(Friedländer-Pneumonie) verbunden.
Risikofaktoren für die Entwicklung einer Pneumonie sind Grunderkrankungen der Lunge,
wie z.B. COPD, Mukoviszidose, oder Lungenemphysem. Ein geschwächtes Immunsystem
auf Grund einer Chemotherapie, HIV-Infektion, Krebs, Immunsuppression, Diabetes Melli-
tus oder hohem und niedrigem Alter kann ebenfalls ein Risikofaktor für eine Pneumonie
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sein.
1.4.2 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist durch eine nicht vollständig
reversible Verengung (Obstruktion) der Atemwege charakterisiert (Rabe et al., 2007;
Vogelmeier et al., 2007). Ein weiteres Kriterium ist eine abnorme Entzündugsreaktion, die
durch inhalierte Partikel oder Gase verursacht wird. Ein wesentlicher Risikofaktor für die
Entstehung einer COPD ist Zigarettenrauch. Die starke inflammatorische Reaktion führt
zu einer Zerstörung von parenchymalem Lungengewebe, einer gestörten Immunreaktion
sowie Reparatur von zerstörtem Lungengewebe (Hogg, 2004). Ein weiteres Kennzeichen
der COPD ist ein Protease-Antiprotease Ungleichgewicht sowie ein erhöhter oxidativer
Stress durch eine Störung des antioxidativen Systems. Dies kann eine Konsequenz der
abnormen Inflammation in der Lunge sein. Ein Mechanismus, der zu der voranschrei-
tenden Entwicklung eines Emphysems im Verlauf einer COPD führen könnte, ist die
vermehrte Freisetzung von Elastase aus Neutrophilen. Die Inaktivierung des protektiven
α1-Antitrypsins kann durch Oxidantien hervorgerufen werden, die im Zigarettenrauch
enthalten sind oder durch Neutrophile in Folge der Inflammation freigesetzt wurden
(Hogg, 2004; Pryor et al., 1985). Daneben finden sich noch weitere Proteasen und
Antiproteasen in der Lunge, deren funktionelles oder stöchiometrisches Ungleichgewicht
ebenfalls zu einer Zerstörung von Lungengewebe, zu einer Verstärkung der Inflammation
und zu einem Emphysem führen kann. Ein weiteres Kennzeichen der COPD ist die
erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen im Lungenparenchym und den Atemwegen von
COPD-Patienten verglichen mit Rauchern ohne COPD und gesunden Menschen. Die
vermehrte Apoptose deutet auf eine verringerte Reparatur geschädigten Gewebes hin,
was zu einem Gewebeverlust führt und damit eine weitere Möglichkeit für die Entstehung
eines Emphysems sein kann (Henson et al., 2006). Ein weiterer Mechanismus, der in der
Literatur für die Entstehung einer COPD diskutiert wird, ist eine verringerte Expression
von HDAC2 (Histon-Deacetylase 2) in peripherem Lungengewebe und Alveolarmakro-
phagen von COPD-Patienten (Barnes, 2008). HDAC2 deacetyliert Histone und bewirkt
damit eine Auflockerung des Chromatins, wodurch die Transkription inflammatorischer
Gene ermöglicht wird. Die Resistenz gegenüber der Behandlung mit Corticosteroiden
bei COPD-Patienten wird durch die verringerte Expression von HDA2 verursacht, da
Corticosteroide HDAC2 hemmen. Allerdings ist hier auch wieder die verringerte Expression
von HDAC2 auf den oxidativen Stress bei COPD zurückzuführen (Barnes, 2008).
Die COPD wird unter der Verwendung der Lungenfunktion diagnostiziert und klassifiziert.
Auf Grund der spirometrischen Untersuchungen wird die COPD in vier Schweregrade
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eingeteilt, den sogenannten GOLD-Kriterien (GOLD I-IV, „Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease”) (Rabe et al., 2007). Dabei wird nach der Verabreichung eines
Bronchodilators das forcierte exspiratorische Volumen in einer Sekunde (FEV1, „forced
expired volume in 1 second”, Einsekundenkapazität) ermittelt und der Quotient aus dem
FEV1 und der forcierten Vitalkapazität (FVC) gebildet.
Ein Hauptrisikofaktor für die Entwicklung einer COPD ist aktives oder passives Ta-
bakrauchen. Obwohl Tabakrauch der am intensivsten untersuchte Risikofaktor für eine
COPD ist, gibt es einige Studien die belegen, dass auch andere Faktoren zur Entwicklung
einer COPD beitragen können (Behrendt, 2005; Celli et al., 2005). Für die COPD ist
der α1-Antitrypsin-Mangel der am besten dokumentierte genetische Risikofaktor für die
Entstehung einer COPD (Stoller and Aboussouan, 2005). α1-Antitrypsin ein wichtiger
Serin-Proteaseinhibitor im Serum. Auf Grund einer Mutation kommt zu einer Fehlfaltung
des Proteins, was eine intrazelluläre Akkumulation, eine verminderte enzymatische Aktivi-
tät und einen erniedrigten Serumspiegel zu Folge hat. Die Organe, die davon am meisten
betroffen sind, ist die Leber als Syntheseort und die Lunge, wo α1-Antitrypsin eine wichti-
ge Rolle bei der Inaktivierung der Neutrophilen Elastase und bakterieller Serin-Proteasen
spielt.
Im Verlauf einer COPD sind ein bis zwei Exazerbationen pro Jahr charakteristisch. Ex-
azerbationen sind intermittierende Verschlechterungen im Krankheitsverlauf (Vogelmeier
et al., 2007), deren Hauptursache Infekte der Lunge durch Bakterien oder Viren sind.
In 20-30% der Fälle ist Haemophilus influenzae, gefolgt von Streptococcus pneumoniae
(10-15%) und Moraxella catarrhalis (10-15%) für die Exazerbationen verantwortlich.
In etwa 5-10% der Exazerbationen ist die Infektion mit P.aeruginosa die Ursache einer
Exazerbation. Auch in der stabilen Phase der Erkrankung scheint die Besiedlung der
Lunge mit Mikroorganismen den Verlauf zu beeinflussen (Sethi and Murphy, 2008).
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2 Fragestellung
Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung des Einfluss von Zigarettenrauch auf das
angeborene Immunsystem der Lunge. Die epitheliale Barriere der Atemwege ist ein Teil
des angeborenen Immunsystems, das eine wichtige Rolle bei der Abwehr eingedrungener
Pathogene in der Lunge spielt. Raucher erkranken häufiger an Infektionen der Atemwege
als Nicht-Raucher. Außerdem ist Zigarettenrauch ein wesentlicher Risikofaktor für die
Entstehung einer COPD. Im Verlauf einer COPD treten Exazerbationen auf, die in etwa
5-10% der Fälle durch eine Infektion mit P.aeruginosa verursacht werden.
Zu Beginn dieser Arbeit soll der Einfluss von Zigarettenrauch auf die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems im Rahmen einer Infektion untersucht werden. Dafür wird
die Konzentration von hBD-2 im Sputum von Rauchern und Nicht-Rauchern verglichen,
die an einer Pneumonie erkrankt sind. Da zelluläre Mechanismen der Pathogenität des Zi-
garettenrauchs und der Einfluss auf das angeborene Immunsystem weitgehend unbekannt
sind, wird ein in vitro Brauchungsmodell verwendet. Dabei wird in primären Atemweg-
sepithelzellen, die vorher ausdifferenziert wurden, der Einfluss von Zigarettenrauch und
die Infektion durch P.aeruginosa auf die Aktivierung des angeborenen Immunsystems
untersucht. Dabei soll neben der Expression und Funktion antimikrobieller Peptide auch
die Entzündungsreaktion der Zellen analysiert werden.
Zigarettenrauch enthält eine Vielzahl zytotoxischer und reaktiver Bestandteile. Um die
zellulären Mechanismen der Pathogenität des Zigarettenrauchs zu analysieren, soll die
Expression von Proteinen des antioxidativen Systems analysiert werden. Da reaktive
Bestandteile des Zigarettenrauchs einen Einfluss auf die Faltung und Funktion von
Proteinen haben können, wird die Induktion von Chaperonen untersucht, da diese neben
ihrer Funktion bei der Faltung von Proteinen auch intra- und interzelluläre Signalwege
beeinflussen können.
Da die Aktivierung von NF-κB durch ROS beeinflusst werden kann und die Transkrip-
tion von hBD-2 durch NF-κB induziert wird, sollte der Einfluss von Antioxidantien im
Zusammenhang mit Zigarettenrauch und der Infektion mit P.aeruginosa an pHBEs unter-
sucht werden. In diesem Zusammenhang wird auch die Aktivierung von NF-κB nach der
Stimulation mit Zigarettenrauch und der Infektion mit P.aeruginosa untersucht.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Chemikalien
β-Mercaptoethanol Sigma, Karlsruhe
1 kb DNA-Leiter Fermentas
100 bp DNA-Leiter Fermentas
2-Propanol Roth, Karlsruhe
Acetonitril Roth, Karlsruhe
Acrylamidlösung
mit 0,8% Bisacrylamid
(37,5:1) Roth, Karlsruhe
Agarose Sigma, Karlsruhe
Ampicillin AppliChem, Darmstadt
Aprotinin Sigma, Steinheim
APS Sigma, Steinheim
Bradford-Reagenz Bio-Rad, München
Bromphenolblau Fluka, Buchs (CH)
DMEM Gibco, Karlsruhe
DMSO Sigma, Steinheim
(Dimethyl Sulfoxid) Merck, Darmstadt
DTT (Dithiothreitol) Sigma, Steinheim
ELISA Blocking-Reagenz Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim
Ethanol Roth, Karlsruhe
Ethidium Bromid Sigma, Steinheim
FCS
(Fetal Calf Serum) Gibco, Karlsruhe
Glutamax Gibco, Karlsruhe
Glyzerin Roth, Karlsruhe
H2SO4 Roth, Karlsruhe
HCl Roth, Karlsruhe
Kanamycin AppliChem, Darmstadt
Katalase Sigma, Steinheim
KCl Roth, Karlsruhe
KOH Roth, Karlsruhe
Milchpulver Sigma, Steinheim
MgCl2 Fluka, Buchs (CH)
MgSO4 Fluka, Buchs (CH)
NaCl Roth, Karlsruhe
Na2HPO4 Fluka, Buchs (CH)
NaOH AppliChem, Darmstadt
PBS PAA, Pasching,
Österreich
Protein Standard
(SeeBlue® Plus2) Invitrogen,
Carlsbad (USA)
RPMI-Medium Gibco, Karlsruhe
SDS Roth, Karlsruhe
SDS-Probenpuffer Roth, Karlsruhe
(Roti® -Load 1)
Sep-Pak Plus C18
Cartridges Waters Corp.,
Massachusetts (USA)
Streptomycin Gibco, Paisley
TEMED Sigma, Steinheim
TFA Fluka, Buchs (CH)
Tris AppliChem, Darmstadt
Triton-X 100 Fluka, Buchs (CH)
Tween® 20 Fluka, Buchs (CH)
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3.1.2 Lösungen und Puffer
BSA-T 5% BSA in PBS, 0,3% Triton X-100
DAPI 1 mg/ml Stammlösung, 1:1000 in PBS, 25 µl pro Probe
ELISA-Beschichtungspuffer 50 mM NaHCO3, pH mit Na2CO3 auf pH=9.6 einstellen
ELISA Blocking-Reagenz (10x) Blocking-Reagenz (27g, Roche, Mannheim) in 100 ml
aq.dest., zu 3 ml aliquotiert, bei -20°C gelagert
ELISA Diluent 1% BSA in PBS
Dunn-Carbonate-Puffer 10 mM NaHCO3, 3 mM Na2CO3, pH 9.9, 20% Methanol
Formalin Formaldehyd (37%) 1:10 in PBS
PBS (1x) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM
KH2PO4
PBS-T PBS mit 0,1% Tween® 20
RIPA-Puffer 50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 1 mM
DTT, 1% NP40, 0,5% Na-Desoxycholat, 0,1% SDS
SDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris, 192-250 mM Glyzin, 0,1 % SDS
3.1.3 Patientenmaterial
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Patientenmaterial vom CAPNETZ gearbeitet, ei-
nem deutschen Netzwerk, das epidemiologische und mikrobiologische Daten, sowie den
klinischen Verlauf einer CAP erforscht (Welte et al., 2004). Die Aufnahmekriterien für
die Patienten sind die klinisch erhobenen Daten für eine Pneumonie und ein positiver
Röntgenbefund der Lunge. Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der daran betei-
ligten Institute genehmigt. Die Patienten wurden schriftlich von der Studie unterrichtet
und gaben schriftlich ihre Einwilligung. Es wurde mit Sputum von 12 akuten Rauchern
und 9 Nicht-Rauchern gearbeitet. Die Raucher hatten ein Durchschnittsalter von 49,9
(±12,8) Jahren und die Nichtraucher waren im Durchschnitt 67 (±14,6) Jahre alt. Die
Geschlechterverteilung in den beiden Gruppen lag bei 7:5 (m:w) bei den Rauchern und
5:4 (m:w) bei den Nicht-Rauchern. Die Mortalität war in beiden Gruppen Null.
3.1.4 Peptide
Das Peptid LL-37 wurde im Rahmen dieser Arbeit in antimikrobiellen Assays als Positiv-
kontrolle verwendet. Es ist der c-terminale, antimikrobiell aktive Teil der humanen Cathe-
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lizidins hCAP-18/LL-37 (LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-COOH)
und wurde von Dr. Peter Henklein (Charité Berlin) synthetisiert. Das im Western-Blot als
Positivkontrolle verwendete humane β-Defensin-2 wurde kommerziell bezogen (Abcam
plc., Cambridge, UK). Der hBD-2 Standard aus dem ELISA stammt aus unserem Labor
und das hBD-2, dass in den antimikrobiellen Assays und den Berauchungsexperimenten
benutzt wurde, stellte uns freundlicherweise Prof. Schröder aus Kiel zur Verfügung. Es
handelte sich dabei um ein Peptid, das aus humanen Hautschuppen aufgereinigt worden
ist.
3.1.5 Antikörper
Folgende Antikörper wurden im Rahmen dieser Arbeit bei Western-Blots und der Immun-
fluoreszens verwendet.
Antigen Spezifität
hBD-2 Kaninchen polyklonal, (Bals et al., 1998a)
Nf-κB p50 (H-119) Kaninchen polyklonal, IgG, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Nf-κB p65 (C-20) Kaninchen polyklonal, IgG, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
FITC Huhn, anti-Maus, IgG, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Alexa Fluor® 647 Ziege, anti-Kaninchen, IgG (H+L), Invitrogen
HRP Esel, anti-Kaninchen, IgG, Amersham, GE-Healthcare, München
3.2 Methoden
3.2.1 Methoden der Zellkultur
3.2.1.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen Alle Zellen wurden bei 37°C in
einem Inkubator mit 5% CO2 kultiviert. Adhärente Zellen wurden zum Vereinzeln mit
PBS gewaschen und anschließend mit Trypsin-EDTA (2 ml pro 75 cm2 Kulturflasche)
bei 37°C von der Kulturflasche gelöst. Die abgelösten Zellen wurden dann in Medium
aufgenommen, pelletiert und in Kulturmedium resuspendiert. Nach dem Bestimmen der
Zellzahl (siehe 3.2.1.3) wurde die einzusetzende Zellmenge in neuen Zellkulturgefäßen
verteilt.
3.2.1.2 Kultivierung primärer humaner Atemwegsepithelzellen im Air-Liquid-
Interface System Primäre humane Atemwegsepithelzellen (pHBE) wurden aus der
Trachea und den Bronchien von Patientenmaterial durch einen enzymatischen Verdau
mit Protease 14 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) gewonnen (Bals et al., 2004). Das
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Protokoll wurde von der Ethikkommission des Universitätsklinikums Marburg genehmigt.
Die Patienten wurden aufgeklärt und ihre Zustimmung eingeholt. Die Zellen wurden in
„Airway epithelial cell growth medium” (Promocell, Heidelberg, Deutschland) kultiviert.
Das Medium besteht aus einem Basalmedium mit Phenolrot und einem Aliquot Wachs-
tumsfaktoren und anderer Zusätze, die dem Medium bei Anbruch einer neuen Flasche
hinzugefügt wurden. Zusätzlich wurde noch 1% Penicillin-Streptomycin verwendet. Für
das Anlegen von air-liquid-interface Kulturen wurden primären Epithelzellen, die zuvor in
Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von 70-80% kultiviert wurden, verwendet. Die
Zellen wurden mit Trypsin vereinzelt und auf zuvor mit Kollagen Typ 1 (Sigma, Taufkir-
chen, Deutschland) beschichteten, semipermeablen Membranen mit einer Porengröße von
0,4 µm (Durchmesser 12 mm, 12 Well; Costar, Corning Inc., Corning, NY, USA) ausgesät.
Die Zelldichte betrug dabei 2,5-3·105 Zellen pro Well. Nachdem die Zellen konfluent
waren, wurde das Medium von der apikalen Seite entfernt. Das basolaterale Medium
wurde durch eine 1:1 Mischung von DMEM und HAM-F12 mit 2% Ultroser G (Biosepra,
Fremont, USA) ersetzt. Als Grad der Differenzierung wurde die Ausbildung der Zell-Zell-
Verbindungen (tight junctions) angenommen, die durch Messung des transepithelialen
Widerstandes überprüft wurde. Für die Versuche wurden nur Kulturen verwendet, die
mindestens 2 Wochen kultiviert wurden und bei denen ein transepithelialer Widerstand
von mehr als 1000 W· cm2 gemessen wurde. Um donorspezifische Effekte auszuschließen,
wurden die Experimente mit Zellen von verschiedenen Patienten wiederholt.
3.2.1.3 Bestimmung des Zelltiters Der Zelltiter eukaryotischer Zellen wurde mit
einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zum Bestimmen der Zellzahl wurden gleiche Teile
Zellsuspension mit Trypanblaulösung gemischt und 5 Minuten bei RT inkubiert. 10 µl des
Gemisches wurden nach vorsichtigem Resuspendieren in die Zählkammer pipettiert. Durch
die Verwendung von Trypanblau kann zwischen toten und vitalen Zellen unterschieden
werden, da tote Zellen den Farbstoff aufnehmen und tiefblau gefärbt erscheinen. In
die Berechnung des Zelltiters gehen nur die vitalen Zellen ein. Zusätzlich muss der
Verdünnungfaktor von 2 einbezogen werden, der von der Verdünnung der Zellsuspension
mit Trypanblau herrührt. Die Zellzahl wurde wie folgt berechnet, wobei die Zellen in 10
ml Medium resuspendiert und mindesten 6 Großquadrate ausgezählt wurden:
Zellen
ml
= Zellzahl
Zahl der Großquadrate ·2 · 104
3.2.1.4 Rauchexposition im Air-Liquid-Interface System Air-liquid-Interface Kul-
turen von primären Atemwegsepithelzellen wurden in einer Rauchexpositionskammer
Zigarettenrauch ausgesetzt wie von Beisswenger et al. (2004) beschrieben. Der Rauch
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einer kommerziell erhältlichen Marlboro 100 Zigarette (11 mg Teer, 0,9 mg Nikotin)
wurde mit Luft aus einem Zellinkubator (37°C, 5% CO2, 95% Luftfeuchtigkeit) gemischt
und durch den Unterdruck einer Membranpumpe in eine Expositionskammer gezogen.
Der Luftstrom wurde so eingestellt, dass eine Zigarette in 5 Minuten konstant bis zum
Filter abgebrannt war. Die ausdifferenzierten primären Atemwegsepithelzellen wurden dem
Rauch von 3 Zigaretten ausgesetzt. Um konstante Bedingungen zu gewährleisten, befand
sich die Expositionskammer in einem Zellkulturinkubator (37°C, 5% CO2, 95% Luftfeuch-
tigkeit). Referenzkulturen wurden für den gleichen Zeitraum in der Expositionskammer
mit warmer und feuchter Inkubatorluft inkubiert. Direkt nach der Rauchexposition wurden
die ALI-Kulturen apikal mit Medium oder PBS gewaschen und basal neues Medium
gegeben.
3.2.1.5 Zellstimulationen Um den Einfluss von Zigarettenrauch auf die Genexpression
und Stimulationsfähigkeit der ALI-Kulturen zu untersuchen, wurden die Zellen nach
dem Berauchen für 8 Stunden mit hitzeinaktivierten Pseudomonas aeruginosa PAOI
(107CFU/ml in 30 µl PBS) oder für 6 Stunden mit lebendigen P.aeruginosa PAOI
(104CFU in 15 µl PBS) stimuliert. Die Stimulation erfolgte von der apikalen Seite der
ausdifferenzierten ALI-Kulturen. Die Bakterien wurden dazu aus einer Übernachtkultur
auf eine OD600<0,5 verdünnt und bis zu einer OD600=1 in LB-Medium wachsen gelassen.
Die Bakterien wurden mit PBS verdünnt und direkt in den Versuch eingesetzt oder zum
inaktivieren 30 Minuten bei 95°C inkubiert. Um den Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies
auf die Genexpression zu untersuchen, wurden differenzierte pHBEs 30 Minuten mit und
ohne H2O2 inkubiert und danach für 8 Stunden mit 107CFU P.aeruginosa inkubiert. Zu
einigen Kulturen wurde während und nach der Rauchexposition 6400 U/ml Katalase
gegeben um den Einfluss von Antioxidantien auf die Genexpression zu untersuchen.
3.2.1.6 Antimikrobieller Assay mit Air-Liquid-Interface-Kulturen Um die Funk-
tion von differenzierten Atemwegsepithelzellen im angeborenen Immunsystem und deren
Beeinträchtigung durch Zigarettenrauch zu untersuchen, wurden ausdifferenzierte pHBEs
im ALI-Kultursystem wie im Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben mit Zigarettenrauch behandelt
und anschließend mit lebendigen P.aeruginosa (104CFU in 15 µl PBS) stimuliert. Die
infizierten Zellen wurden zusammen mit den entsprechenden Kontrollen für 6 h unter
Standardbedingungen in einem Zellkulturschrank inkubiert. Danach wurde die Apikale
Seite der Zellen mit PBS gewaschen, dass in serieller Verdünnung auf Agar-Platten
plattiert wurde. Am nächsten Tag wurden die gewachsenen Kolonien ausgezählt. Um
die Antimikrobielle Wirkung von hBD-2 in diesem System zu untersuchen, wurde als
Positivkontrolle 5 µg gereinigtes hBD-2 eingesetzt.
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3.2.1.7 Bestimmung der Zellviabilität Die Diskriminierung zwischen toten und
lebenden eukaryotischen Zellen erfolgt üblicherweise über den Zustand der Plasmamem-
bran. Bei toten oder sterbenden Zellen ist die Plasmamembran geschädigt, was zu einer
Störung der Ionen- und Stoffkonzentration innerhalb der Zelle und schließlich zu de-
ren Tod führt. Es gibt verschiedene Methoden, diesen Zustand zu quantifizieren. Man
kann die Aufnahme von Farbstoffen in tote Zellen messen oder die Abgabe von Stoffen
aus sterbenden Zellen in das Medium bestimmen. In diesem Fall wurde Abgabe des
Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) gemessen. Im ersten Schritt dieser Nachweisre-
aktion wird durch eine LDH-katalysierte Umwandlung von Lactat zu Pyruvat NAD+zu
NADH/H+reduziert. Im zweiten Schritt überträgt der dazugegebene Katalysator Dia-
phorase H/H+ von NADH/H+ auf das Tetrazoliumsalz INT, dass dadurch zu Formazan
reduziert wird. Formazan hat, im Gegensatz zu dem Tetrazoliumsalz INT bei 500 nm
ein Absorptionsmaximum. Auf diese Weise kann das Maß der Zellschädigung über die
Reduktion eines Formazansalzes quantifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
das „Cytotoxicity Kit (LDH)” der Firma Roche Applied Science verwendet und nach den
Angaben des Herstellers gearbeitet.
3.2.2 Gentechnische Methoden
3.2.2.1 RNA-Isolation Die Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen wurde mit einem
Kit von Macherey und Nagel (NucleoSpin RNA II, Macherey Nagel, Düren) nach den
Angaben des Hersteller durchgeführt. Dabei wurde das Zelllysat durch Zentrifugation
über eine Matrix geleitet, die Nukleinsäuren bindet. Die DNA wurde auf der Matrix
durch einen DNase-Verdau zerstört. Nach einem Waschschritt erfolgte die Elution der
konzentrierten RNA. Die Konzentration der RNA wurde mit einem Photometer bestimmt
und die Proben danach entweder für eine cDNA-Synthese vorbereitet oder bei -80°C
gelagert.
3.2.2.2 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Abschätzung der
Reinheit von Nukleinsäure-Lösungen Die Messung der Extinktion von DNA-Lö-
sungen bei 260 nm und 280 nm gibt Auskunft über deren Konzentration und Reinheit.
Eine OD260 von 1 entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger DNA. Da jedoch aromatische
Aminosäuren bei dieser Wellenlänge ebenfalls Licht absorbieren, wird zusätzlich die
Extinktion bei 280 nm bestimmt, bei der Proteine stärker als DNA Licht absorbieren.
Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde mit der Gleichung c = E260·k
d
(c - Konzentrati-
on µg/µl, E260 - Extinktion bei 260 nm, d - Küvettendicke in cm, k - Extinktionskoeffizient
in µg/nm mit k = 50 für doppelsträngige DNA und k = 20 für einzelsträngige DNA)
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ermittelt. Der Quotient aus den Messwerten E260
E280
( E260 - Extinktion bei 260 nm, E280 -
Extinktion bei 280 nm) gibt Auskunft über die Reinheit der DNA. Werte von deutlich
unter 1,8 deuten auf Verunreinigungen mit Proteinen hin.
3.2.2.3 cDNA-Synthese Bei einer cDNA-Synthese wird mit Hilfe einer reversen
Transkriptase aus RNA ein komplementärer DNA-Strang (cDNA) erzeugt. Durch die
Wahl eines geeigneten Primers lässt sich entweder die gesamte RNA in cDNA umwandeln
(random hexamer primer), die mRNA in cDNA übersetzen (oligo-dT primer) oder aber
eine bestimmte RNA durch spezifische Primer in eine cDNA transkribieren. Im Rahmen
der Arbeit wurde mit einem cDNA-Synthese-Kit der Firma Fermentas (First Strand cDNA
Synthesis Kit, Fermentas GmbH, St Leon-Rot, Deutschland) und oligo(dT)18 Primern
nach den Angaben des Herstellers gearbeitet. Für die cDNA-Synthese wurde die RNA aus
einem Versuch auf ein Volumen normalisiert, dass nicht mehr als 10 µl und 1 µg betrug.
Die cDNA wurde nach dem Ende der Synthese mit aq.dest. um den Faktor 10 auf 200 µl
verdünnt und davon 5 µl in eine Real-Timer-quantitative-PCR eingesetzt.
3.2.2.4 Real-Time-quantitative-PCR (qRT-PCR) Die qRT-PCR wurde für die
Quantifizierung der Expression verschiedener Gene benutzt. Das Verfahren beruht auf
einer PCR-Reaktion (Saiki et al., 1988), bei der ein Farbstoff (SYBR-Green) während
der DNA-Synthese in die neu gebildete DNA interkaliert und am Ende des Zyklus die
Fluoreszenz bestimmt wird. Die qRT-PCR wurde mit einem Mastermix der Firma ABgene
durchgeführt (ABsolute QPCR SYBR Green Fluorescein Mix, ABgene, Epsom, Surrey,
UK). Dafür wurden 5µl der wie in Abschnitt 3.2.2.3 beschrieben gewonnenen cDNA in
eine 25 µl Reaktion mit 20 pmol des sense- und antisense-Primers eingesetzt. Die relative
Expression eines Zielgens wurde nach der ∆∆ct-Methode bestimmt und auf die Expression
der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als Haushaltsgen bezogen.
Der ct-Wert (threshold cycle) beschreibt den PCR-Zyklus, bei dem die exponentielle
Amplifikation des PCR-Produktes beginnt und wurde von dem PCR-Gerät automatisch
bestimmt. Um Messungenauigkeiten bei der initialen RNA-Konzentration und der damit
verbundenen cDNA-Konzentration auszugleichen, wurden die ct-Werte der Zielgene
(ctGOI) auf den ct-Wert des Haushaltsgens GAPDH (ctGAPDH) normalisiert.
∆ct = ctGOI − ctGAPDH
Die relative Induktion eines Gens bei unterschiedlichen Versuchbedingungen a und b
erhält man durch Berechnung der Differenz der ∆ct-Werte bei den verschiedenen Ver-
suchsbedingungen.
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∆∆ct = ∆cta −∆ctb
x-fache Induktion= 2−∆∆ct
Je nachdem, ob die Expression des Zielgens durch die Versuchsbedingungen hoch- oder
runterreguliert wird, erhält man positive oder negative ∆∆ct-Werte. Die Grundlage für
obige Berechnung ist, dass die PCR-Reaktionen von Zielgen und Haushaltsgen mit der
gleichen Effiziens ablaufen. Am Ende der Amplifikation wurde eine Schmelzkurve der
PCR-Produkte generiert, die nochmals Aufschluss über die Qualität der PCR-Reaktion
gibt. Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewählt:
Temperatur Zeit Zyklenzahl
Aktivierung der Polymerase 95 °C 15 min 1
Denaturierung 95 °C 30 sek 35
Annealing Tm 30 sek
Elongation 72 °C 30 sek
Finale Elongation 72 °C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 30 sek 1
Start-Temperatur 60 °C 30 sek 1
Schmelztemperatur 60 °C(+0,5 °C/Zyklus) 10 sek 80
Hold 4 °C ∞
Verwendete Primer:
Name sense-Primer antisense-Primer Tm
hBD-1 5’-GCC TCA GGT GGT AAC TTT CTC A-3’ 5’-GCG TCA TTT CTT CTG GTC ACT-3’ 58°C
hBD-2 5’-TCA GCT CCT GGT GAA GCT C-3’ 5’-GGG CAA AAG ACT GGA TGA CA-3’ 58°C
hBD-3 5’-GCT TTG CTC TTC CTG TTT TTG GTG-3’ 5’-GCA CTT GCC GAT CTG TTC CTC C-3’ 61°C
MnSOD 5’-GCA CTA GCA GCA TGT TGA GC-3’ 5’-GCG TTG ATG TGA GGT TCC AG-3’ 53°C
CuZnSOD 5’-CTG CAG CGT GGG TTT CC-3’ 5’-GGA AAC CCC AGA CGC TGC AG-3’ 58°C
Trx1 5’-CGA CAT AGG ATG CTC CAA CA-3’ 5’-ATT GCC ACT GGT GAA AGA CC-3’ 53°C
Katalase 5’-CGT GCT GAA TGA GGA ACA GA-3’ 5’-TTG TCC AGA AGA GCC TGG AT-3’ 53°C
Hsp70 5’-AGG TGC AGG TGA GCT ACA AGG-3’ 5’-GGT CAG CAC CAT GGA CGA G-3’ 61°C
Hsp90α 5’-TGG TCC TGT GCG GTC ACT-3’ 5’-TGC AGC TCT TTC CCA GAG TCT-3’ 58°C
Hsp90β 5’-GTC TGG GTA TCG GAA AGC AAG-3’ 5’-CTG AGG GTT GGG GAT GAT GTC-3’ 61°C
GAPDH 5’-GAT CAT CAG CAA TGC CTC CT-3’ 5’-TGT GGT CAT GAG TCC TTC CA-3’ 56°C
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3.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftren-
nung von DNA-Fragmenten oder zur Kontrolle von PCR-Produkten der Realtime-PCR
eingesetzt. Die DNA-Fragmente wandern im elektrischen Feld zur Anode, wobei ihre
Wanderungsgeschwindigkeit proportional zu ihrer Länge, der Stärke des elektrischen Feldes
und der Porengröße des verwendeten Agarose-Gels ist. Die Größe der DNA-Fragmente
kann durch einen mitgeführten DNA-Längenstandard abgeschätzt werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1,5% Agarose-Gele in TBE verwendet. Vor dem Gießen
der Gele wurde die flüssige Agarose mit 0,01% (v/v) Ethidiumbromid gemischt. Der
Gellauf erfolgte in Biorad Minikammern in 1x TBE bei einer kontinuierlichen Spannung
von 60-100 V. Die Gele wurden zur Analyse mit UV-Licht angeregt und Fotografiert
(GelDoc, BioRad).
3.2.3 Proteinbiochemisch Methoden
3.2.3.1 Antimikrobieller Assay Um die antimikrobielle Aktivität des verwendeten
hBD-2 Peptids zu bestätigen, wurde ein antimikrobieller Assay durchgeführt. Dafür wurde
P.aeruginosa aus einer Übernachtkultur mit LB-Medium auf eine OD600<0,5 verdünnt
und anschließend bis zu einer OD600= 1 wachsen gelassen. Die Bakterien wurden 1:10000
in PBS verdünnt und 3 h zusammen mit antimikrobiellen Peptiden bei 37°C inkubiert.
Die Kulturen wurden in verschiedenen Verdünnungen auf LB-Agar Platten verstrichen,
über Nacht bei 37°C inkubiert und am nächsten Tag ausgezählt.
3.2.3.2 Festphasen-Extraktion von Proteinen aus Sputum Festphasenextraktion
ist eine Methode zur Anreicherung eines Analyten. In diesem Fall wurden Proteine mit
einer Lösung aus 0,1% TFA (v/v) und 10% Acetonitril aus Sputum extrahiert und durch
Festphasenextraktion an einer C18-Phase angereichert.
Die Proben wurden mit 10 µl Complete Protease-Inhibitor Lösung gemischt. Durch
Zentrifugation (2 min bei 13000 rpm) wurde der schleimige und der wässrige Teil
getrennt. Der schleimige, mucin-reiche Teil wurde zum verflüssigen mit 1µl/1mg einer
100mM DTT Lösung bei Raumtemperatur inkubiert. Der schleimige Teil der Probe wurde
auf Gewicht normiert, der wässrige Teil zu gleichen Volumenteilen eingesetzt. Danach
wurden die Proteine mit einer 10%igen Acetonitril-Lösung in 0,1% TFA extrahiert und
zusammen mit dem wässrigen Teil der Sputumprobe auf eine SepPack C18 Säule geladen.
Die C18 Säule wurde zuvor mit 10 Säulenvolumen 80% ACN / 0,1%TFA aktiviert
und anschließend mit 10 Säulenvolumen 0,1% TFA equilibriert. Unspezifisch gebundene
Proteine wurden mit 3 Säulenvolumen 10% ACN / 0,1 % TFA von der Säule gewaschen
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und zu 1ml aliquotiert. Die gebundenen Proteine wurden mit 4 Säulenvolumen 80% ACN
/ 0,1% TFA eluiert und zu 2 ml aliquotiert.
Die Eluate wurden über Nacht in einer SpeedVac getrocknet, in 15 µl 0,1 M NaOH
rekonstituiert, mit 5 µl SDS-Probenpuffer versetzt und anschließend gelelektrophoretisch
auf einem 10-20% Tris-Tricine Gel aufgetrennt.
3.2.3.3 Gesamtzellextratktion eukaryotischer Zellen unter denaturierenden Be-
dingungen Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Die Zellen wurden 2 mal
mit kaltem PBS gewaschen, danach vom Boden des Zellkulturgefäßes abgeschabt und in
ein kaltes Eppendorf-Gefäß überführt. Suspensionszellen wurden direkt aus dem Kultur-
gefäß in Falcon-Tubes oder Eppendorf-Gefäße überführt, nach zweimaligem Waschen mit
kaltem PBS in RIPA-Puffer auf Eis inkubiert und intensiv durchmischt. Nach 10 Minuten
Zentrifugation bei 12000 rpm und 4°C wurde der Überstand in ein neues gekühltes
Eppendorf-Gefäß gegeben und bei -80°C gelagert.
3.2.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration Es gibt verschiedene Möglichkei-
ten, die Gesamtproteinkonzentration in Proben zu bestimmen. Alle beruhen im wesent-
lichen auf dem Prinzip, dass eine Substanz mit dem Protein interagiert, was zu einem
Farbumschlag der Lösung führt, dessen Intensität proportional zu der enthaltenen Protein-
konzentration ist. Durch den Vergleich mit einer Standardkurve von Proben mit bekannter
Konzentration kann die Proteinkonzentration in der Probe bestimmt werden.
Im Rahmen der Arbeit wurde das Micro BCA© Kit von Pierce Thermo Scientific (Pierce
Biotechnology, Rockford IL, USA) verwendet. Die Methode ist besonders kompatibel mit
interferierenden Substanzen, wie Detergentien, reduzierenden Substanzen und Chelat-
bildnern und weist gleichzeitig eine gute Linearität über den Detektionsbereich auf. Das
Kit hat einen Detektionsbereich von 0,5-20 µg/ml an Gesamtprotein. Cu+2-Ionen werden
dabei in alkalischem Milieu von Proteinen zu Cu+1-Ionen reduziert und bilden mit zwei
Molekülen Bicinchinonsäure einen wasserlöslichen Komplex, der eine starke Absorption
bei 562 nm aufweist, die proportional mit der Proteinkonzentration steigt.
3.2.3.5 Subzellulare Fraktionierung Die subzellulare Fraktionierung eukaryotischer
Zellen wurde angewendet, um die Zellkerne getrennt von zytoplasmatischen Bestandteilen
analysieren zu können. Alle Arbeitsschritte wurden nach den Anweisungen des Herstellers
mit einem Kernextraktions-Kit von ActiveMotif (ActiveMotif, Rixensart, Belgien) auf
Eis durchgeführt. Die Zellen wurden zuerst mit Phosphatase-Inhibitoren behandelt und
danach mit einem hypotonen Puffer lysiert. Durch Zentrifugation wurden die Kerne von
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zytoplasmatischen Bestandteilen getrennt. Die Zellkerne wurden durch einen Puffer mit
Detergenz und Protease-Inhibitoren lysiert und anschließend durch Zentrifugation von
der Kernmembran und Zellmembranfragmenten getrennt.
Die zytosolische Extrakte und die Zellkernextrakte wurden bei -80°C gelagert oder direkt
in einen Western-Blot eingesetzt, nachdem mit einem BCA-Proteinnachweis auch gleiche
Proteinkonzentrationen normalisiert wurde.
Gesamtzellextrakte wurden durch Verwendung eines Puffers mit Detergenz und Protease-
Inhibitoren hergestellt und nach der Normalisierung mit einem BCA-Proteinnachweis (s.
3.2.3.4) direkt in einen Transkriptionsfaktor-ELISA eingesetzt oder bei -80° gelagert.
3.2.3.6 SDS-Gelelektrophorese Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese ist ein
diskontinuierliches Trennverfahren, bei dem Proteine nach (Laemmli, 1970) unter denatu-
rierenden Bedingungen in Gegenwart von 0,1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) nach
ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld in Richtung Anode getrennt werden
(Laemmli, 1970). Die Proteine werden bei der Probenvorbereitung in SDS-Probenpuffer
denaturiert, so dass anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit
entstehen (ca. 1,4 g SDS pro g Protein). Durch β-Mercaptoethanol im Probenpuffer
werden die Disulfidbrücken in den Polypeptidketten reduziert.
Eine Modifikation der ursprünglich durch Laemmli beschriebenen Gelelektrophorese
besteht darin, dass statt Glycin Tricin im Gel verwendet wird, was für eine bessere Auf-
trennung von Proteinen >30kDa bei geringerer Acrylamid-Konzentration sorgt (Schägger
and von Jagow, 1987). Zur Auftrennung der Proteine aus den extrahierten Sputumproben
(siehe 3.2.3.2) wurden 10-20% Tris-Tricin-Gele (Anamed, Darmstadt) verwendet, die
zum Einwandern der Proteine in das Gel mit 80 V betrieben wurden. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte bei 120 V. Kernextrakte und zytosolische Extrakte (siehe 3.2.3.5) wurden
auf selbst hergestellten 10% Tris-Glycin-Gelen mit 5%-igem Sammelgel aufgetrennt.
3.2.3.7 Western-Blot-Analyse Die Western-Blot-Analyse umfasst den Transfer der
gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Membran in einem elektrischen
Feld und die spezifische Detektion eines Proteins über eine Antikörper-gekoppelte En-
zymreaktion mittels Autoradiographie. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
wurden die Proteine aus dem Gel in einer Tank-Blotting Apparatur (BioRad, München)
auf Nitrozellulose-Membranen übertragen. Die Proteine wandern dabei innerhalb eines
elektrischen Felds aus dem Gel auf die Membran. Als Puffersystem wird dabei meist der
von (Towbin et al., 1979) beschriebene Tris-Glycin Puffer verwendet, der einen pH-Wert
von pH=8,3 hat. Für den Transfer von basischen Proteinen wie hBD-2 eignet sich eher
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der von (Dunn, 1986) beschriebene Puffer, der einen pH-Wert von pH=9,9 besitzt und
auch im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurde.
Der Transfer wurde mit Dunn-Carbonat-Puffer in einer gekühlten Tankblotting Apparatur
(BioRad, München) bei einer elektrischen Leistung von 20 Watt durchgeführt. Der
Transfer dauerte 1 Stunde. Die in dieser Arbeit verwendeten Tris-Glycin-Gele wurden
in dem von Towbin et al. (1979) beschriebenen System geblottet. Nach dem Transfer
(Blot) wurde die Nitrozellulose-Membran für mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur
mit 5% Milchpulver in PBS blockiert und anschließend über Nacht bei 4°C mit dem
primären Antikörper in 5% Milch/PBS inkubiert. Nach der Inkubation mit dem primären
Antikörper folgten 3 Waschschritte für 15 Minuten in PBS und anschließend die Inkubation
der Membran mit dem sekundären HRP-gekoppelten Antikörper für 2-3 Stunden bei
Raumtemperatur. Anschließend folgten 3 Waschschritte mit PBS für jeweils 15 Minuten.
Der Nachweis der Peroxidase-Aktivität des sekundären Antikörpers erfolgte mit dem
ECL-System der Firma Pierce und autoradiographischem Nachweis auf Röntgenfilm der
Firma Agfa.
3.2.3.8 hBD-2 ELISA hBD-2 Konzentrationen in Zellkulturüberständen wurden mit
einem in unserem Labor entwickelten ELISA bestimmt. Die Empfindlichkeit des ELISAs
liegt bei 0,15-12,5 ng/ml. Die Antikörper, Proben und Standards sind, wenn nicht anders
angegeben, in Diluent verdünnt worden. 96-Well Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden)
wurden mit einem polyklonalen hBD-2 Antikörper aus Kaninchen (Bals et al., 1998a) in
Beschichtungspuffer beschichtet und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Mikrotiterplatte
wurde 3 mal mit PBS-T gewaschen und 2 Stunden bei 37°C mit Blocking-Reagenz
nachbeschichtet. Die Platte wurde gewaschen und mit 100 µl Probe oder Standard über
Nacht bei 4°C inkubiert. Als Standard wurde eine Verdünnungsreihe von rekombinantem
hBD-2 (Bals et al., 1998a) verwendet. Die Mikrotiterplatte wurde 3 mal mit PBS-
T gewaschen und mit 100 µl eines polyklonalen hBD-2 Antikörpers (1:1000, Abcam,
Cambridge, UK) beschichtet und für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
3 mal Waschen mit PBS-T wurde die Platte mit einem HRP-gekoppelten Antikörper
gegen Ziege (100 µl, 1:40000, Sigma-Aldrich, München) beschichtet und für 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Mikrotiterplatte wurde 3 mal mit PBS-T gewaschen und
mit 100 µl TMB+ -Substrat (Dako, Carpinteria, CA, USA) pro Probe 10-15 Minuten unter
Lichtschutz inkubiert. Die Reaktion wurde mit 3 N H2SO4 gestoppt und die Absorption
bei 450 nm in einem Spektrophotometer gemessen.
3.2.3.9 Zytokin-ELISA Die Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in Zellkulturüberstän-
den wurden mit einem kommerziell erhältlichen Sandwich-ELSIA nach den Angaben des
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Herstellers durchgeführt (R&D Systems, Wiesbaden). Dazu wurde von berauchten und
infizierten pHBEs im ALI-Kultursystem und den jeweiligen Kontrollen nach 6 Stunden
aus dem basalen Kompartiment der Transwell-Kulturplatten 1ml Medium entnommen
und durch Zentrifugation bei 1500 rpm für 5 Minuten von nicht löslichen Bestandteilen
getrennt und entweder direkt auf die vorbereiteten ELISA-Platten aufgetragen oder
bei -80°C für eine spätere Messung gelagert. Für die Messung von IL-8 wurden 100 µl
unverdünnte Probe eingesetzt, IL-6 musste mindestens 1:10 mit Diluent (5% BSA in
PBS) verdünnt werden. Die Absorption wurde bei 450 nm in einem Spektrophotometer
gemessen.
3.2.3.10 Transkriptionsfaktor-ELISA Die Bindung von Transkriptionsfaktoren an
Promotor-Sequenzen auf eukaryotischer DNA kann mit einem „electro-mobility-shift-assay”
(EMSA) nachgewiesen werden. Zellextrakte werden dabei mit markierten DNA-Sonden
inkubiert, die aus dem Konsensus-Motiven der DNA-Bindemotive von Transkriptionsfak-
toren bestehen und anschließend auf einem nativen PAA-Gel aufgetrennt und auf eine
Membran geblottet. Die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die Sonden verändert das
Laufverhalten Sonden, die durch unterschiedliche Methoden detektiert und quantifiziert
werden können. Dabei gibt es sowohl radioaktive als auch fluoreszenzbasierte Nachweis-
methoden, abhängig von der Markierung der Sonde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum
Nachweis der DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren ein Mikrotiterplatten-basierter
Test der Firma ActiveMotif (ActiveMotif, Rixensart, Belgien, TransAM p65 DNA-binding
ELISA) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Der Test hat gegenüber dem EMSA
den Vorteil einer erhöhten Sensitivität, einem geringeren apparativen Aufwand und wird
ohne Radioaktivität durchgeführt. Der Test verwendet Mikrotiterplatten, die mit DNA-
Oligonukleotide mit Konsensus-Bindesequenzen eines Transkriptionsfaktors beschichtet
sind. Bei der Durchführung wurde Gesamtzellextrakt gleicher Proteinkonzentration in die
Mikrotiterplatte pipettiert. Dabei binden die aktivierten (normalerweise kernständigen)
Transkriptionsfaktoren an die immobilisierten DNA-Bindemotive und können in einem
zweiten Schritt mit einem spezifischen, enzymgekoppelten Antikörper nachgewiesen und
nach der Zugabe eines Substrates photometrisch ausgewertet werden. Die Absorption
wurde bei 450 nm in einem Spektrophotometer gemessen.
3.2.3.11 Immunfluoreszenz Die Immunfluoreszenz wurde im Rahmen dieser Arbeit
benutzt, um die Kerntranslokation verschiedener NF-κB Untereinheiten nach dem Be-
rauchen von differenzierten pHBEs im ALI-Kultursystem zu untersuchen. Differenzierte
pHBEs wurden wie im Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben beraucht. Die Zellen wurden apikal
mit Medium gewaschen und basal das Medium gewechselt. Die Zellen wurden mit 2·107
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CFU/ml (in 50 ml PBS) lebenden P.aeruginosa PAOI infiziert und für 20 Minuten unter
Standardbedingungen in einem Zellkulturschrank inkubiert. Anschließend wurden die
Zellen apikal und basal mit PBS gewaschen und für 30 Minuten bei RT mit Formalin
(3,7% Formaldehyd in PBS) fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen
für 10 Minuten bei 4°C mit eiskaltem 100%igem Methanol permeabilisiert und danach
3 mal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Das Blockieren erfolgte mit 5% BSA-T für 60
Minuten bei RT. Die Zellen wurden mit dem primären Antikörper (120 µl von 1:50
in 5% BSA-T) in einer feuchten Kammer über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 3 mal
Waschen mit PBS für jeweils 10 Minuten wurden die Zellen mit dem zweiten fluores-
zenzmarkierten Antikörper (120 µl von 1:500 in 5% BSA) in einer feuchten Kammer
bei RT inkubiert. Danach folgten wieder 3 Waschschritte für jeweils 10 Minuten mit
PBS. Die Zellkerne wurden abschließend mit DAPI gefärbt und danach nochmals kurz
mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden vorsichtig mit einem spitzen Skalpell mit der
Membran aus der Halterung der ALIs getrennt und überschüssiges PBS mit Zellstoff
entfernt. Die Membran wurde mit den Zellen nach oben plan auf einen Objektträger
gelegt, mit Mounting-Medium eingedeckelt und dunkel gelagert. Damit die Membran
möglichst plan auf dem Objektträger aufliegt, wurde das eingedeckelte Präparat während
des Aushärtens des Mounting-Mediums (ProLong© Gold antifade reagent, Invitrogen,
Eugene, USA) leicht beschwert. Die Präparate wurden nach dem vollständigen Aushärten
bis zum Mikroskopieren lichtgeschützt bei 4°C aufbewahrt. Die Fluoreszenzmikroskopie
wurde mit einem Olympus IX-51 Mikroskop durchgeführt.
3.2.4 Statistische Analyse
Alle Experimente wurden, soweit nicht anders angegeben, vier mal unabhängig vonein-
ander durchgeführt. Die Ergebnisse sind als Box-Plots dargestellt, wobei die Box das
unterste (25 % Quartil) und oberste Quartil (75%) umspannt, der Median wird als Linie
durch die Box dargestellt. Die Fähnchen an der Box geben die Minima und Maxima
wieder. Die statistische Auswertung wurde mit einem T-Test nach Mann-Whittney (nicht-
parametrischer T-Test, zweiseitige P-Werte, keine Gaussche Normalverteilung der Daten)
durchgeführt. Werte mit einem p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die
Aufarbeitund der Rohdaten erfolgte mit Hilfe von Excel 2003, die statistische Auswertung
und graphische Darstellung mit dem Programm Prism5 (GraphPad Software, Inc.).
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4 Ergebnisse
4.1 Rauchen verringert die hBD-2 Konzentration im Sputum
Antimikrobielle Peptide sind ein Teil des angeborenen Immunsystems und schützen das
Epithel wirksam vor Infektionen durch Mikroorganismen. Rauchen ist ein Risikofaktor
für die Entstehung einer COPD. Raucher leiden außerdem häufiger an Infektionen der
Atemwege, was eine Schwächung des angeborenen Immunsystems vermuten lässt. Ein
wichtiges induzierbares antimikrobielles Peptid des Atemwegsepithels ist hBD-2 (Bals et al.,
1998a). Um herauszufinden, ob Raucher ein geschwächtes angeborenes Immunsystem
im Sinne einer verringerten Konzentration antimikrobieller Peptide haben, wurde die
Konzentration von hBD-2 in Sputum von Pneumoniepatienten im Western-Blot untersucht.
Da Sputum von sehr zäher Konsistenz und der wässrige und schleimige Anteil sehr variabel
ist, wurden die Proben im Western-Blot untersucht obwohl im ELISA eine genauere
Quantifizierung möglich ist. Reduzierende Substanzen, die in der Probenvorbereitung
verwendet wurden, hatten im Gegensatz zu einem ELISA bei einem Western-Blot keinen
störenden Einfluss.
Abbildung 6: Western-Blot auf einem 10-20%igem Tris-Tricin Gel von Pro-
teinextrakten aus Sputum von rauchenden (Smoker) und nicht-rauchenden
(Non-Smoker) Pneumoniepatienten. Auf der Linken Seite sind die extra-
hierten Patientenproben aufgetragen, auf der rechten Seite eine hBD-2
Verdünnungsreihe.
Der Western-Blot in Abbildung 6 zeigt die Proteinextrakte, die aus dem Sputum von
rauchenden und nicht-rauchenden Pneumoniepatienten hergestellt worden sind. Es wurden
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gleiche Mengen Sputum von jeweils 5 Rauchern und 5 Nicht-Rauchern (auf gleiches
Gewicht, bzw Volumen normiert, siehe 3.2.3.2) gepoolt, extrahiert und im Western-
Blot zusammen mit einer hBD-2 Verdünnungsreihe aufgetrennt. In den Extrakten von
Rauchern konnte deutlich weniger hBD-2 detektiert werden, als bei Nicht-Rauchern. Der
in Abbildung 6 dargestellte Western-Blot zeigt nur bei Nicht-Rauchern eine Bande für
hBD-2. Es ist wahrscheinlich, dass im Sputum von Rauchern ebenfalls hBD-2 enthalten
ist, die Konzentration aber so gering war, dass eine Darstellung durch einen Westernblot
nicht möglich ist. Die Menge des nachgewiesenen hBD-2 im Sputum von Nicht-Rauchern
kann auf Grund eines Vergleichs mit der aufgetragenen Verdünnungsreihe auf <2,5 ng
geschätzt werden.
4.2 Zigarettenrauch unterdrückt die Induktion von hBD-2 in
vitro
Das Peptid hBD-2 ist ein wichtiger induzierbarer Effektor des angeborenen Immunsystems
in den Epithelzellen des respiratorischen Traktes (Bals et al., 1998a; Platz et al., 2004;
Wang et al., 2003). Um zu untersuchen, ob die verringerte hBD-2 Konzentration der
untersuchten Patientenproben von rauchenden Pneumoniepatienten (siehe Abschnitt
4.1) auch mit einer geringeren Expression von hBD-2 korreliert, wurden ausdifferenzierte
primäre humane Atemwegsepithelzellen mit Zigarettenrauch beraucht und anschließend
mit 104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI infiziert. Nach 6 Stunden wurde die RNA
isoliert und 1 µg RNA in eine cDNA-Synthese mit darauf folgender Realtime-PCR
eingesetzt.
Die Expression von hBD-1 wird weder durch Zigarettenrauch, noch durch die Infektion der
ALIs mit P.aeruginosa beeinflusst. Die Infektion der Zellen mit lebendigen P.aeruginosa
führt jedoch zu einer signifikanten Induktion der hBD-2 Expression nach 6 Stunden
Inkubation. Zigarettenrauch unterdrückt die von P.aeruginosa induzierte hBD-2 Expression
(siehe Abb. 7).
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Abbildung 7: Nachweis der Expression von hBD-1 und hBD-2 durch quanti-
tative RT-PCR von berauchten und infizierten pHBEs im ALI-Kultursystem.
Die Expression der Zielgene wurde nach 6 Stunden Inkubation auf die
Expression von GAPDH normalisiert. Cells: Zellen ohne Stimulation; PAO:
Zellen mit 104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI stimuliert; CS: Zellen
beraucht; CS PAO: Zellen zuerst beraucht und dann mit P.aeruginosa
PAOI stimuliert; n=8. Signifikante Unterschiede von p<0,05 sind mit *
und p<0,01 mit ** markiert.
Ein weiteres Defensin aus der Familie der β-Defensine, dass von Atemwegsepithelzellen
gebildet wird, ist hBD-3. Seine Expression kann durch Rhinoviren aber auch durch
Gram-negative Bakterien induziert werden (Duits et al., 2003; Ji et al., 2007). Wie in
Abbildung 8 gezeigt, wird die Expression von hBD-3 durch P.aeruginosa gegenüber den
nicht infizierten Kontrollen nur leicht induziert, erreicht jedoch kein Signifikanzniveau.
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Abbildung 8: Die Expression von hBD-3 nach Berauchen und Infektion mit
P.aeruginosa durch pHBEs im ALI-Kultursystem. Dargestellt ist relative
Expression von hBD-3 nach 6 Stunden Inkubation, normalisiert auf die
Expression von GAPDH. Cells: Zellen ohne Stimulation; PAO: Zellen mit
104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI stimuliert; CS: Zellen beraucht;
CS PAO: Zellen zuerst beraucht und dann mit P.aeruginosa PAOI stimuliert;
n=8.
Parallel zu der Expressionsanalyse aus dem in der Abbildung 7 und 8 gezeigten Experiment
wurde die Konzentration von hBD-2 in der apikalen Spülflüssigkeit bestimmt und ein
antimikrobieller Assay mit P.aeruginosa durchgeführt. Die ALIs wurden dazu, wie in
Material und Methoden beschrieben, nach 6 stündiger Inkubation apikal mit 120 µl
PBS gespült. Damit wurden serielle Verdünnungen hergestellt, die auf LB-Agarplatten
plattiert und ausgezählt wurden. Die hBD-2 Konzentration wurde in unverdünnter apikaler
Spülflüssigkeit mit einem ELISA gemessen.
Die Abbildung 9 zeigt, dass Zigarettenrauch einen funktionellen Einfluss auf die antimikro-
bielle Aktivität von Bronchialepithelzellen hat. Nach der Exposition mit Zigarettenrauch
kommt es zu einer signifikant geringeren Sekretion von hBD-2 in die apikale Spülflüs-
sigkeit, als bei nicht-berauchten Proben (Abbildung 9A). Dies führt zu einer erhöhten
Überlebensrate von P.aeruginosa in den berauchten Proben (Abbildung 9B). Die in der
Abbildung 9 dargestellten Ergebnisse wurden parallel aus einem Versuch gewonnen.
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Abbildung 9: Die Konzentration von hBD-2 in apikaler Spülflüssigkeit und
die antimikrobielle Aktivität der pHBEs in Abhängigkeit von Zigaretten-
rauch. (A) Die Konzentration von hBD-2 in der apikalen Spülflüssigkeit
der ALIs wurde 6 Stunden nach dem Berauchen und Infizieren mit ei-
nem hBD-2 ELISA gemessen. (B) Die antimikrobielle Aktivität in der
apikalen Spülflüssigkeit gegenüber P.aeruginosa wurde wie in Material und
Methoden beschrieben bestimmt. PAO: Zellen mit 104CFU/ml lebenden
P.aeruginosa PAOI stimuliert; CS PAO: Zellen zuerst beraucht und dann
mit P.aeruginosa PAOI stimuliert; n=8; p<0,05 * und p<0,001 *** .
4.3 Zigarettenrauch beeinflußt nicht die antimikrobielle
Aktivität von hBD-2
Zigarettenrauch enthält eine große Anzahl reaktiver Verbindungen, die sich z.B. durch die
Oxidation von Disulfidbrücken auch auf die Integrität von Peptiden oder Proteinen auswir-
ken könnten. Um zu beweisen, dass hBD-2 einen wesentlichen Beitrag in der angeborenen
Immunantwort gegenüber P.aeruginosa spielt und trotz der Behandlung mit Zigaretten-
rauch antimikrobiell aktiv ist, sollte durch exogen appliziertes hBD-2 die Aktivität von
hBD-2 nach dem Berauchen überprüft werden. Dazu musste zuerst die antimikrobielle
Aktivität von hBD-2 überprüft werden. Das Peptid wurde uns freundlicherweise von Prof.
Schröder aus Kiel zur Verfügung gestellt und wurde dort aus menschlichen Hautschuppen
aufgereinigt (Harder et al., 1997). Als Positivkontrolle wurde LL-37 verwendet. In einem
Vorversuch, dessen Resultate in der Abbildung 10A zu sehen sind, wurde 10 µg hBD-2
und 2 µg, 5 µg und 10 µg LL-37 verwendet und 3h zusammen mit P.aeruginosa bei 37°C
in PBS verdünnt inkubiert.
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Abbildung 10: (A) Die antimikrobielle Aktivität von hBD-2 und LL-37
gegenüber 104 CFU P.aeruginosa nach 3 h Inkubation. (B) Antimikrobielle
Aktivität gegenüber P.aeruginosa von berauchten und infizierten ALIs
mit exogen appliziertem hBD-2. PBS: P.aeruginosa für 3h in PBS und
dann plattiert; PAO: Zellen mit 104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI
stimuliert; CS PAO: Zellen zuerst beraucht und dann mit P.aeruginosa
PAOI stimuliert; n=4; p<0,001 ***.
LL-37, dass als synthetisiertes Peptid vorlag, zeigte in diesem Test eine höhere antimi-
krobielle Aktivität, als hBD-2. Bei der niedrigsten eingesetzten Menge von 2 µg LL-37
überlebten nur etwa 0,2 % der Bakterien im Vergleich zu einer PBS-Kontrolle. Die
unterschiedliche antimikrobielle Aktivität von hBD-2 und LL-37 kann mit einer höheren
Salzempfindlichkeit von hBD-2 zusammenhängen (Bals et al., 1998a) (s.Abbildung 10A).
Die Molarität beider Peptide liegt in der gleichen Größenordnung, da sie sich in ihrem
Molekulargewicht nur geringfügig unterscheiden.
Im Anschluss wurde zu berauchten pHBEs im ALI Kultursystem 5 µg hBD-2 gegeben und
nach 6 Stunden Inkubation serielle Verdünnungen der apikalen Spülflüssigkeit auf LB-
Agarplatten plattiert, um die überlebenden Bakterien zu quantifizieren. Die Konzentration
von hBD-2 wurde hier nochmals verringert, um toxische Effekte von hBD-2 auf die
pHBEs auszuschließen. Die Abbildung 10B zeigt wieder, dass auf berauchten Zellen mehr
P.aeruginosa überleben als auf nicht-berauchten Zellen (vergleiche CS PAO mit PAO).
Zusätzlich eingesetztes hBD-2 bewirkt eine weitere Verringerung der Bakterienzahl.
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4.4 Rauchexposition führt zu keiner erhöhten LDH-Abgabe
Die Aktivität der LDH im Zellüberstand wird häufig als Maß für die Toxizität verwendet,
da LDH nur von geschädigten Zellen abgegeben wird. Da Zigarettenrauch eine Vielzahl
zytotoxischer Stoffe enthält und in dem verwendeten Berauchungsmodell direkt mit den
Zellen in Kontakt kommt, wurde die LDH-Abgabe der Zellen nach dem Berauchen gemes-
sen. Zusätzlich wurde die Toxizität von hBD-2 im Zusammenhang mit Zigarettenrauch
und P.aeruginosa überprüft, da bekannt ist, dass hBD-2 in höheren Konzentrationen
toxisch wirkt (Sakamoto et al., 2005).
Abbildung 11: Messung der Toxizität von Zigarettenrauch, P.aeruginosa
und hBD-2 auf pHBEs im ALI-Kultursystem an Hand der Freisetzung
von LDH. Als Positivkontrolle wurden Zellen verwendet, die zuvor mit
2% Triton X-100 inkubiert wurden. Cells: Zellen ohne Stimulation; CS:
Zellen beraucht; PAO: Zellen mit 104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI
stimuliert; CS PAO: Zellen zuerst beraucht und dann mit P.aeruginosa
PAOI stimuliert; CS PAO hBD2: berauchte und infizierte Zellen mit 5 µg
hBD-2; pos: Zellen mit Triton X-100 inkubiert; n=8.
Die Abbildung 11 zeigt, dass im Vergleich mit der Positivkontrolle unter keinen Ver-
suchsbedingungen die Abgabe von LDH über 1% steigt. Die Berauchung der Zellen und
die Inkubation mit hBD-2 war, gemessen an der LDH-Konzentration, nicht toxisch. Die
beobachteten Effekte bezüglich des Abtötens von Bakterien und der Induktion von hBD-2
sind daher nicht auf eine verminderte Lebensfähigkeit der Atemwegsepithelzellen durch
Zigarettenrauch oder hBD-2 zurückzuführen.
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4.5 Zigarettenrauch hat keine Auswirkungen auf die Adherenz
von P.aeruginosa
Die berauchten und infizierten Zellen zeigten gegenüber den nicht-berauchten und
infizierten Zellen eine geringere antimikrobielle Aktivität gegenüber P.aeruginosa (s.Abb.9).
Zigarettenrauch könnte neben direkten toxischen Effekten auch eine Auswirkung auf die
Adherenz von Bakterien an eukaryotischen Zellen haben (Ahmer et al., 1999; Piatti et al.,
1997; Sadikot et al., 2005). Um dies auszuschließen, wurde die Adherenz von P.aeruginosa
an pHBEs im ALI-Kultursystem in Abhängigkeit von Zigarettenrauch überprüft.
Abbildung 12: Der Einfluss von Zigarettenrauch auf die Adherenz von
P.aeruginosa an pHBEs im ALI-Kulturmodell. Dazu wurde apikale Spülflüs-
sigkeit und Lysat von berauchten und nicht-berauchten Zellen in serieller
Verdünnung auf LB-Agarplatten vestrichen und die gewachsenen Kolonien
gezählt. Die Zellen wurden mit 104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI
infiziert und für 6 h inkubiert. CS apikal: apikale Spülflüssigkeit berauchter
und infizierter Zellen; CS Lysat: Lysat berauchter und infizierter Zellen;
apikal: apikale Spülflüssigkeit infizierter Zellen; Lysat: Lysat infizierter
Zellen; n=8; p<0,01 **; p<0,001 ***.
Die Abbildung 12 zeigt, dass keine der gewählten Versuchsbedingungen einen Einfluss auf
die Adherenz von P.aeruginosa an pHBEs im ALI-Kulturmodell hat. Der Vergleich von
berauchten und nicht-berauchten Zellen zeigt nochmal deutlich die geringere antimikrobi-
elle Aktivität der berauchten Zellen. Bei berauchten Zellen überleben sowohl im Lysat als
auch in der apikalen Spülflüssigkeit signifikant mehr Bakterien als in den nicht-berauchten
Proben. Die beobachteten Effekte bezüglich des Abtötens von P.aeruginosa auf berauch-
ten und nicht berauchten Zellen waren nicht auf eine erhöhte Adherenz bei berauchten
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Zellen zurückzuführen, da der Unterschied zwischen Lysat und apikaler Spülflüssigkeit in
der berauchten und nicht-berauchten Gruppe vergleichbar ist.
4.6 Die Abgabe von IL-6 und IL-8 wird durch Zigarettenrauch
nicht beeinflußt
Um herauszufinden, ob Zigarettenrauch neben der angeborenen Immunität auch die
Entzündungsreaktion nach der Infektion mit lebenden P.aeruginosa beeinflusst, wurde die
Abgabe von IL-6 und IL-8 in das basale Kompartiment von ausdifferenzierten pHBEs im
ALI-System gemessen. Dazu wurden die Zellen zuerst beraucht und dann für 6 h mit 104
CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI inkubiert.
Abbildung 13: Die Messung proinflammatorischer Zytokine im basalen
Kompartiment von pHBEs im ALI-Kulturmodell in Abhängigkeit von Ziga-
rettenrauch und Infektion mit P.aeruginosa. Die Abgabe von (A) IL-6 und
(B) IL-8 Konzentration nach dem Berauchen und Infizieren der Zellen mit
P.aeruginosa. Cells: Zellen ohne Stimulation; CS: Zellen beraucht; PAO:
Zellen mit 104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI stimuliert; CS PAO:
Zellen zuerst beraucht und dann mit P.aeruginosa PAOI stimuliert; n=8;
p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***.
Primäre HBEs im ALI-Kultursystem reagieren nach der Stimulation mit P.aeruginosa
PAOI mit der Abgabe des proinflammatorischen Zytokins IL-6 und Chemokins IL-8 in
das basale Kompartiment (s.Abb.:13). Die Konzentration von IL-6 und IL-8 wurde durch
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Zigarettenrauch leicht erhöht, erreichte aber keine Signifikanz. Eine signifikant erhöhte
Sekretion erfolgte erst nach der Stimulation mit lebenden P.aeruginosa, die sich durch
Zigarettenrauch nicht beeinflussen ließ.
4.7 Zigarettenrauch und P.aeruginosa induzieren
unterschiedliche antioxidative Proteine
Die Lunge ist hohen Konzentrationen an oxidativ wirksamen Substanzen ausgesetzt. Er-
krankungen der Lunge, die mit einer anhaltenden Entzündung einhergehen (z.B. COPD),
verursachen ein Ungleichgewicht zugunsten oxidativer Stoffe, die meist in der Form von
reaktiven Sauerstoffverbindungen auftreten (Rahman and Adcock, 2006). Im Zigaret-
tenrauch sind neben reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen auch toxische
Substanzen enthalten, die zu einer Peroxidation von Lipiden und Proteinen (Lipidperoxi-
dation, reaktive Aldehyde) führen und damit das Redox-Gleichgewicht der Lunge stören
können (Church and Pryor, 1985; Thompson and Burcham, 2008). Die antioxidative
Kapazität der Lunge wird über eine Reihe von Enzymen hergestellt, die in der Lage
sind, mit reaktiven Sauerstoff- oder Stickstoffverbindungen zu reagieren (Kemp et al.,
2008). Im Folgenden wurde untersucht, wie weit Zigarettenrauch oder die Stimulation
mit P.aeruginosa die Induktion antioxidativ wirksamer Enzyme beeinflusst.
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Abbildung 14: Die Induktion der Genexpression verschiedener antioxi-
dativ aktiver Enzyme in Abhängigkeit von Zigarettenrauch, lebenden
P.aeruginosa oder der Kombination aus beiden. Trx: Thioredoxin; KAT:
Katalase; MnSOD: Mangan-Superoxiddismutase; CuZnSOD: Kupfer-Zink-
Superoxiddismutase; Cells: Zellen ohne Stimulation; Cells PAO: Zellen
mit 104CFU/ml lebenden P.aeruginosa PAOI stimuliert; Cells CS: Zellen
beraucht; CS PAO: Zellen beraucht und mit P.aeruginosa PAOI stimuliert;
n=8; p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***.
Die differenzierten pHBEs reagierten auf Zigarettenrauch mit einer verstärkten Genex-
pression von Thioredoxin (Abb. 14A), zeigten aber keine signifikante Veränderung der
Genexpression von Katalase (Abb. 14B) oder der CuZnSOD (Abb. 14D). Die Expressi-
on von MnSOD (Abb. 14C) wurde durch P.aeruginosa signifikant induziert und durch
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Zigarettenrauch nicht beeinflusst.
4.8 Antioxidantien erhöhen die Expression von hBD-2
Antioxidantien wie N-Acetylcystein werden vereinzelt unterstützend bei der Therapie
von COPD eingesetzt (Dekhuĳzen, 2004; Negro et al., 2008). Zigarettenrauch enthält
durch den Verbrennungsprozess viele reaktive Sauerstoffverbindungen. Wie schon im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, unterdrückt Zigarettenrauch die Antwort des
angeborenen Immunsystems in Atemwegsepithelzellen. Daher wurde untersucht, ob
reaktive Sauerstoffspezies aus dem Zigarettenrauch für die verringerte hBD-2 Expression
verantwortlich sein können. Dies sollte durch den Einsatz von Antioxidantien gezeigt
werden.
Abbildung 15: Die Induktion der Genexpression von hBD-2 in pHBEs im
ALI-Kultursystem nach der Stimulation durch hitzegetötete P.aeruginosa,
Zigarettenrauch und antioxidativ wirksamer Katalase. Cells: unstimulierte
Zellen; iPAO: Zellen mit hitzeinaktivierten 15 µl 107CFU/ml P.aeruginosa
stimuliert; iPAO KAT: Zellen mit hitzeinaktivierten P.aeruginosa und 6400
U/ml Katalase stimuliert; CS: Zellen beraucht; CS iPAO: Zellen beraucht
und mit hitzeinaktivierten P.aeruginosa stimuliert; CS iPAO KAT: Zellen
während und nach dem Berauchen mit 6400 U/ml Katalase inkubiert und
mit hitzeinaktivierten P.aeruginosa stimuliert; n=8; p<0,05 *; p<0,01 **;
p<0,001 ***.
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Für diesen Versuch wurden hitzeinaktivierte P.aeruginosa verwendet, da ein Einfluss der
Antioxidantien auf die Bakterien nicht ausgeschlossen werden kann. Wie in Abbildung
15 gezeigt wird, hatte die Verwendung von Katalase keinen Einfluss auf die Induktion
von hBD-2 in unberauchten Zellen. Zigarettenrauch alleine und die Kombination von
Zigarettenrauch mit nachfolgender Stimulation durch hitzegetötete P.aeruginosa führte
ebenfalls zu keiner Induktion von hBD-2. Die Verwendung von 6400 U/ml Katalase
während und nach dem Berauchen ermöglichte wieder eine Induktion von hBD-2 durch
P.aeruginosa, die jedoch geringer war, als ohne Zigarettenrauch.
4.9 Zigarettenrauch erhöht die Expression von Chaperonen
Abbildung 16: Die Induktion der Genexpression von Hsp-70 in pHBEs im
ALI-Kulturmodell nach der Stimulation mit P.aeruginosa, Zigarettenrauch
und Katalase. Cells: unstimulierte Zellen; iPAO: Zellen mit hitzeinaktivier-
ten 15 µl 107CFU/ml P.aeruginosa stimuliert; Cells PAO: Zellen mit 104
CFU/ml lebenden P.aeruginosa stimuliert; iPAO KAT: Zellen mit hitzein-
aktivierten P.aeruginosa und 6400 U/ml Katalase stimuliert; (cells) CS:
Zellen beraucht; CS (PAO) iPAO: Zellen beraucht und mit P.aeruginosa
stimuliert; CS iPAO KAT: Zellen während und nach dem Berauchen mit
6400 U/ml Katalase inkubiert und mit hitzeinaktivierten P.aeruginosa
stimuliert; n=8; p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***.
Bei Chaperonen handelt es sich um Proteine, die durch Interaktion mit anderen Proteinen
deren Faltung und Stabilität beeinflussen können. Hitzeschock-Proteine (Hsp) sind
an der Regulation vieler Signalwege von der Thermotoleranz, Proteinfaltung bis hin
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zur Aktivierung des NF-κB Signalwegs beteiligt. Da Zigarettenrauch viele Substanzen
enthält, die eine Stressantwort der Zelle induzieren können, wurde die Genexpression der
Chaperone Hsp-70 und Hsp-90 in Abhängigkeit von Zigarettenrauch und einer Infektion
mit P.aeruginosa untersucht.
Die Abbildung 16 zeigt, dass die Genexpression von Hsp-70 durch Zigarettenrauch
signifikant induziert wurde und in ihrer Art unabhängig von der Stimulation mit lebenden
oder hitzeinaktivierten P.aeruginosa war. Der Anstieg der Genexpression von Hsp-70 war
nicht auf einen Temperaturanstieg durch den Zigarettenrauch zurückzuführen, da der
Rauch vor dem Kontakt mit den Zellen durch einen Schlauch von der Zigarette in die
Rauchexpositionskammer im Zellinkubator geleitet wurde und dabei abkühlen konnte.
Katalase in Verbindung mit Zigarettenrauch und P.aeruginosa führte zu einem Rückgang
der Hsp-70 Proteinexpression.
Abbildung 17: Die Hsp-90 Genexpression von pHBEs im ALI-Kultursystem
nach der Stimulationmit lebenden P.aeruginosa und Zigarettenrauch. Cells:
unstimulierte Zellen; PAO: Zellen mit 104 CFU/ml lebenden P.aeruginosa
stimuliert; CS: Zellen beraucht; CS PAO: Zellen beraucht und mit
P.aeruginosa stimuliert; n=8; p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***.
Die Genexpression der Chaperone Hsp-90α und Hsp-90β wird, wie in Abbildung 17 gezeigt,
durch die Stimulation der pHBEs mit lebendigen P.aeruginosa signifikant induziert. Bei
vorangehender Exposition der Zellen mit Zigarettenrauch kommt es zu einer noch größeren
Stimulation der Hsp-90 Transkription, die durch die Stimulation mit P.aeruginosa nicht
mehr signifikant gesteigert werden kann.
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4.10 Zigarettenrauch inhibiert die Kernlokalisation von p65
Es gibt drei unterschiedliche NF-κB Wege, die sich durch die Verwendung unterschiedlicher
Liganden, Rezeptoren und intrazellulärer Signalwege unterscheiden. Da das hBD-2 Gen
zwei p65-responsive Elemente im Promoterbereich besitzt und zur effektiven Aktivierung
der Transkription von hBD-2 beide Bindestellen besetzt sein müssen (Kao et al., 2008;
Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2002), wurde der Einfluss von Zigarettenrauch auf die
Aktivierung und Kerntranslokation von p50 und p65 untersucht.
Abbildung 18: Subzellulare Lokalisation von p65 (RelA) im ALI-Kultursystem
in (A) unstimulierten pHBEs (Kontrolle), (B) mit Zigarettenrauch sti-
mulierten pHBEs (CS), (C) P.aeruginosa infizierten Zellen (1*107CFU)
und (D) der Kombination aus Zigarettenrauch und P.aeruginosa (CS +
1*107CFU P.aeruginosa). Die Zellen wurden 15 Minuten nach der Stimu-
lation wie in Material und Methoden 3.2.3.11 beschrieben fixiert und mit
einem polyklonalen Antikörper gegen p65 inkubiert. Die Detektion erfolgte
mit einem speziesspezifischen Antikörper, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff
AlexaFluor© 647 markiert war.
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Die Abbildung 18A zeigt, dass sich unter nicht-stimulierten Bedingungen p65 vermutlich
als Heterodimer mit p50 überwiegend im Zytosol befindet. Der Nukleus ist nur schwach ge-
färbt, was wahrscheinlich mit dem dauernden Im- und Export in den Nukleus von inaktiven
p65/p50 Heterodimeren zusammenhängt (Abb. 18 A) oder von einer basalen Aktivierung
von p65 herrührt. Die Stimulation mit Zigarettenrauch führt zu keiner Aktivierung von
p65 in pHBEs im ALI-Kultursystem, obwohl Zigarettenrauch Anteile von LPS und andere
proinflammatorische Bestandteile enthält (Abb. 18 B). Durch eine Stimulation der Zellen
mit lebenden P.aeruginosa kommt es zu einer deutlichen Kerntranslokation von p65, das
Zytosol ist nur schwach positiv gefärbt (Abb. 18 C). Zigarettenrauch inhibiert die durch
P.aeruginosa induzierte Kerntranslokation und Aktivierung von p65 (Abb. 18 D). Die
Aktivierung von p65 durch die in Abbildung 18 A-D gezeigten Stimuli korreliert mit der
Induktion von hBD-2 auf Transkriptions- und Translationsebene und der antimikrobiellen
Aktivität von pHBEs in vitro (siehe Abschnitt 4.2).
Um den Einfluss von Zigarettenrauch auf die Aktivierung von NF-κB genauer zu be-
trachten, wurde die Subzellulare Lokalisation von p50 untersucht. Aktivierte NF-κB
Heterodimere des kanonischen Signalwegs bestehen aus p50 und p65 Untereinheiten. Im
atypischen Signalweg, der IKK unabhängig aktiviert wird, spielen p50 und p65 ebenfalls
eine Rolle. In unstimulierten Zellen können p50-Homodimere an die DNA binden und
sind deshalb ebenfalls im Zellkern zu finden.
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Abbildung 19: Subzellulare Lokalisation von p50 im ALI-Kultursystem in (A)
unstimulierten pHBEs (Kontrolle), (B) mit Zigarettenrauch stimulierten
pHBEs (CS), (C) P.aeruginosa infizierten Zellen (1*107CFU) und (D)
der Kombination aus Zigarettenrauch und P.aeruginosa (CS + 1*107CFU
P.aeruginosa). Die Zellen wurden 15 Minuten nach der Stimulation wie
in Material und Methoden 3.2.3.11 beschrieben fixiert und mit einem
polyklonalen Antikörper gegen p50 inkubiert. Die Detektion erfolgte mit
einem speziesspezifischen Antikörper, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff
AlexaFluor© 647 markiert war.
In pHBEs unter Kontrollbedingungen kann man p50 Untereinheiten sowohl im Zytosol
als auch im Zellkern nachweisen, wobei der Zellkern stärker gefärbt ist, was für eine Kern-
lokalisation von p50 spricht (Abb. 19 A). Die Behandlung der Zellen mit Zigarettenrauch
hat keinen Einfluss auf die Lokalisation von p50 (Abb. 19 B). Im Vergleich dazu bewirkt
die Stimulation mit P.aeruginosa eine verstärkte Kerntranslokation der p50 Untereinheit,
da durch die vermehrte Kernlokalisation der p50/p65 Heterodimere aus Abbildung 18 C
die zytosolisch befindlichen p50 Untereinheiten ebenfalls in den Kern gewandert sind.
Die leichte Färbung des Zytosols ist bei der Stimulation der Zellen mit P.aeruginosa
fast verschwunden (Abb. 19 C). Die Kombination aus Zigarettenrauch und bakterieller
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Stimulation führt wieder zu der in Abbildung 19 A und B dargestellten Situation. p50 ist
hier zwar im Kern zu finden, die zytosolische Färbung hat aber wieder im Vergleich zur
Abbildung 19 C zugenommen, woraus man schließen kann, dass ein erheblicher Teil der
p50 Untereinheiten zusammen mit p65 im Zytoplasma vorliegen (Abb. 19 D).
Abbildung 20: Kontrolle der Antikörperspezifität der in Abb. 18 und 19
verwendeten primären und sekundären Antikörper. Die Zellkerne wurden
mit DAPI gefärbt.
Zum Nachweis der Spezifität der in Abbildung 18 und Abbildung 19 gezeigten Färbungen
wurden Zellen jeweils nur mit dem speziesspezifischen fluoreszenzgekoppelten Antikörper
(Abb. 20 A) oder dem polyklonalen Antikörper gegen p65 oder p50 inkubiert (Abb. 20 B,
hier nur für p65 gezeigt). Anschließend wurden die Proben mit DAPI gefärbt, um die
DNA der Kerne anzufärben. In allen Kombinationen konnte bei gleicher Belichtungsdauer
und Empfindlichkeit der Kamera keine unspezifische Färbung nachgewiesen werden.
4.11 Zigarettenrauch inhibiert die Aktivierung von p65
Die Bindung der NF-κB Transkriptionsfaktoren p50/p65 an die DNA im kanonischen
Signalweg kann nur erfolgen, nachdem IκBα von IKKβ phosphoryliert wurde und sich
dadurch von dem p50/p65 Heterodimer löst. Danach wird neben der NLS auch die
TAD von p65 zugänglich, die eine Bindung des Heterodimers an die DNA und die damit
verbundene Gentranskription erlaubt. Die in Abschnitt 4.10 gezeigten Daten zeigen nur
die subzellulare Lokalisation der Untereinheiten und lassen nur indirekt auf die Aktivierung
schließen. Zum Nachweis der Aktivierung von p65 in Abhängigkeit von Zigarettenrauch
oder der Stimulation mit P.aeruginosa wurde aus Gesamtzellextrakt die Menge von p65
bestimmt, die unter den verschiedenen Versuchsbedingungen an die DNA binden kann.
59
4.11 Zigarettenrauch inhibiert die Aktivierung von p65 4 ERGEBNISSE
Der verwendete ELISA hat den Vorteil, dass er sensitiver als das klassisch verwendete
EMSA-Verfahren ist.
Abbildung 21: (A) Der Nachweis von p65 in Kernextrakten und zytoso-
lischen Extrakten von pHBEs im ALI-Kulturmodell und (B) Messung
der Aktivierung von p65 mittels p65-ELISA aus Gesamtzellextrakt nach
unterschiedlichen Stimulationen. Die Zellen wurden 15 Minuten nach der
Stimulation für die Subzellulare Fraktionierung oder die Proteinextraktion
verwendet. Der ELISA zeigt höhere Absorptionen bei aktiviertem p65. kontr
- Kontrolle; CS - Zigarettenrauch; PAO - 1*107CFU P.aeruginosa; CSPAO
- Zigarettenrauch und 1*107CFU P.aeruginosa; abs(450nm) - Absorption
bei 450 nm; n=8; p<0,001 ***.
Der Western-Blot der Kernextrakte der stimulierten pHBEs im ALI-Modell in Abbildung
21 A zeigte nur bei den mit P.aeruginosa stimulierten Zellen ein stärkeres Signal für
p65, was mit den Daten der Immunfluoreszenz für p65 aus Abbildung 18 übereinstimmt.
Im zytosolischen Extrakt sind keine Unterschiede für p65 bei den verschiedenen Ver-
suchsbedingungen zu erkennen. Die Daten des p65-ELISA in Abbildung 21 B zeigen eine
Aktivierung von p65 nach der Stimulation der Zellen mit P.aeruginosa. Mit Zigaretten-
rauch und mit nachfolgender bakterieller Stimulation findet keine Aktivierung von p65 im
Vergleich zu den Kontrollen statt.
60
5 DISKUSSION
5 Diskussion
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Zigarettenrauch auf die Aktivierung des ange-
borenen Immunsystems der Lunge untersucht. Im Besonderen wurde der Beitrag von
hBD-2 in der angeborenen Immunantwort der Lunge und der Einfluss von Zigaretten-
rauch auf die Induktion dieses Peptids untersucht. Abhängig von dem Raucherstatus
der Patienten hatten rauchende Pneumoniepatienten weniger hBD-2 in ihrem Sputum
als nicht rauchende Pneumoniepatienten. Die ex vivo erhobenen Daten konnten in vitro
mit differenzierten, primären humanen Atemwegsepithelzellen bestätigt werden. pHBEs
reagierten nach der Stimulation mit hitzegetöteten oder lebenden P.aeruginosa mit der
Abgabe proinflammatorischer Zytokine und Chemokine und der Expression und Synthese
des antimikrobiellen Peptids hBD-2, was in einer erhöhten antimikrobiellen Aktivität
gegenüber lebenden P.aeruginosa resultierte. Die vorangehende Exposition mit Zigaretten-
rauch unterdrückte die antimikrobielle Aktivität der pHBEs auf Ebene der Transkription,
Translation und Funktion. Durch den Einsatz von Antioxidantien konnte der Effekt von
Zigarettenrauch rückgängig gemacht werden. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es
zu einer Inhibition der p65-Aktivierung durch Zigarettenrauch kommt, was in direktem
Zusammenhang mit der erhöhten Expression von Chaperonen nach der Rauchexposition
stehen könnte.
5.1 Zigarettenrauch verhindert die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems
Die Atemwege sind durch ihre Funktion fortwährend der Exposition mit Keimen aus
der Umwelt ausgesetzt. Als unmittelbare Reaktion auf eingedrungene Mikroorganismen
steht dem Körper neben strukturellen Barrieren ein Repertoire aus Mustererkennenden
Rezeptoren (z.B. TLRs) und Effektoren zur Verfügung, die entweder direkt antimikrobiell
wirken oder die Reaktion des Organismus auf eine Immunantwort vorbereiten (z.B.
Chemokine und Zytokine).
Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist in Amerika mittlerweile für
mehr als 110000 Todesfälle jährlich verantwortlich und etwa 10 % aller Männer über 40
Jahren weltweit erkranken an COPD (Mannino and Buist, 2007). Zigarettenrauch ist der
wichtigste Risikofaktor, an einer COPD zu erkranken. Etwa 25 % der Raucher erkranken
an einer COPD (Løkke et al., 2006). Da es sich bei einer COPD um eine entzündliche
Erkrankung der Atemwege handelt, und Rauchen sowie COPD zu den Risikofaktoren
für eine CAP gehören, sollte untersucht werden, ob und wie Rauchen die angeborene
Immunantwort der Lunge beeinflusst.
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Dazu wurden Proben von Pneumoniepatienten verwendet, die über das CAPNETZ
(Welte et al., 2004) gesammelt und für diese Arbeit zur Verfügung gestellt wurden. Die
Analyse der Sputumproben zeigte, dass rauchende Pneumoniepatienten deutlich weniger
hBD-2 in der Lunge bilden als nicht rauchende Pneumoniepatienten. Der Raucherstatus
steht damit in direktem Zusammenhang mit der Konzentration des antimikrobiellen
Peptides hBD-2. Um den zu Grunde liegenden Mechanismus dieser Beeinflussung durch
Zigarettenrauch genauer untersuchen zu können, wurden in vitro Experimente mit primären
humanen Atemwegsepithelzellen im ALI-Kulturmodell durchgeführt. Hier konnte gezeigt
werden, dass Zigarettenrauch spezifisch die Expression von hBD-2 nach der Stimulation
mit P.aeruginosa unterdrückt. Die Expression von hBD-1 und hBD-3 wurde durch
Zigarettenrauch oder bakterielle Stimulation nicht beeinflusst. Da die berauchten Zellen
außerdem eine signifikant niedrigere antimikrobielle Aktivität gegenüber P.aeruginosa
zeigten als nicht berauchte Kontrollen, ist anzunehmen, dass hBD-2 eine wichtige Rolle
bei der Abwehr von Mikroorganismen in der Lunge spielt. Dabei war der Effekt spezifisch
für hBD-2, da die Expression der antimikrobiellen Peptide hBD-1 und hBD-3 durch
Zigarettenrauch nicht beeinflusst wurde, durch P.aeruginosa aber auch nicht induziert
werden konnte. In einem Mausmodell mit deletiertem murinen β-Defensin-1 (mBD-1),
dem Homolog zu hBD-2, konnte bereits gezeigt werden, dass β-Defensine eine wichtige
Rolle in der angeborenen Immunantwort der Lunge spielen (Moser et al., 2002). Tiere
ohne mBD-1 zeigten eine stärkere Besiedlung der Lunge mit Haemophilus influenza als
vergleichbare Kontrollen. Die Überexpression von hBD-2 in einem anderen Mausmodell
führte zu einer verbesserten antimikrobiellen Aktivität gegenüber E.coli (Huang et al.,
2002). Daraus lässt sich schließen, dass hBD-2 und das murine Homolog mBD-1 eine
wichtige Rolle bei der angeborenen Immunantwort der Lunge spielen.
Um auszuschließen, dass die verminderte hBD-2 Genexpression und antimikrobielle Aktivi-
tät berauchter Zellen auf einen zytotoxischen Einfluss von Zigarettenrauch zurückzuführen
ist, wurde die LDH-Konzentration nach dem Berauchen der Zellen bestimmt. Alle bisher
verwendeten Stimuli, auch Zigarettenrauch, führten zu keiner wesentlichen LDH-Abgabe
der Zellen.
Verschiedene Arbeiten zeigten eine Beeinflussung der Adherenz von Bakterien an Epithel-
zellen durch Zigarettenrauch (Ahmer et al., 1999; Piatti et al., 1997). Dies hätte auch in
dem in dieser Arbeit verwendeten Modell zu einer scheinbar niedrigeren antimikrobiellen
Aktivität der Zellen nach dem Berauchen und einer erhöhten bakteriellen Überlebensrate
führen können. Um dies auszuschließen, wurde parallel die Keimzahl in der apikalen
Spülflüssigkeit und im Lysat berauchter und unberauchter, infizierter Zellen bestimmt.
Zigarettenrauch hatte keinen Einfluss auf die Adherenz der Bakterien an pHBEs. Bisher
veröffentlichte Arbeiten verwenden andere Modelle und kommen dabei zu gegensätzlichen
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Ergebnissen. In der Arbeit von Ahmer et al. (1999) wurde für ähnliche Untersuchungen
Zigarettenrauchextrakt verwendet, der abhängig von der Verdünnung die Adherenz an Epi-
thelzellen begünstigte oder verminderte. Die Autoren ziehen im Rahmen ihrer Arbeit den
Schluss, dass Bestandteile des Zigarettenrauchs die Adherenz der Bakterien beeinflusst.
An Epithelzellen von Rauchern konnte im Rahmen einer anderen Publikation nur bei
Streptococcus pneumoniae einer erhöhte Adherenz gezeigt werden, während P.aeruginosa
keine Unterschiede zeigte (Piatti et al., 1997).
Da Zigarettenrauch eine Vielzahl genotoxischer und zytotoxischer Substanzen enthält,
wurde untersucht, ob hBD-2 zusammen mit Zigarettenrauch P.aeruginosa abtöten kann
oder ob die Struktur des Peptids durch Substanzen aus dem Zigarettenrauch soweit
gestört wird, das es seine antimikrobielle Aktivität verliert. Exogen appliziertes hBD-2
wurde durch Zigarettenrauch in seiner antimikrobiellen Funktion nicht gestört. Da hBD-2
in höheren Konzentrationen zellschädigend sein kann (Sakamoto et al., 2005), wurde die
LDH-Aktivität nach der Inkubation der Zellen mit hBD-2 im Überstand gemessen. Die
eingesetzte Konzentration von hBD-2 führte zu keiner erhöhten Abgabe von LDH.
Daraus lässt sich folgern, dass Zigarettenrauch die Funktion der pHBEs im angeborenen
Immunsystem stört, indem es die Expression von hBD-2 nach bakterieller Stimulation
unterdrückt.
5.2 Die Stimulation mit P.aeruginosa führt zu einer
pro-inflammatorischen Zytokinantwort von pHBEs
Zytokine und Chemokine sind wichtige Mediatoren der angeborenen Immunantwort. Sie
können proinflammatorisch wirken und einen chemotaktischen Einfluss auf Neutrophile,
Makrophagen oder andere Bestandteile des angeborenen Immunsystems haben. Sie
tragen aber auch dazu bei, dass eine inflammatorische Reaktion der Zellen nicht auf ein
pathologisches Niveau gelangt und haben in diesem Zusammenhang antiinflammatorische
Eigenschaften.
IL-6 und IL-8 (CXCL-8) sind wichtige proinflammtorische Mediatoren des angeborenen
Immunsystems. Sie werden von pHBEs nach der Stimulation mit P.aeruginosa gebildet.
Dabei sind Atemwegsepithelzellen auf Grund der Rezeptordichte wesentlich unempfindli-
cher gegenüber der TLR-abhängigen Stimulationen als etwa Makrophagen (Greene and
McElvaney, 2005).
Die Stimulation mit Zigarettenrauch führte bei Atemwegsepithelzellen zu keiner höheren
Abgabe von IL-6 und IL-8 als unter Kontrollbedingungen, obwohl im Zigarettenrauch LPS
und bakterielle Endotoxine enthalten sind (Hasday et al., 1999). Andere Veröffentlichungen
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zeigen, dass die Rauchexposition von Mäusen zu einer geringeren Expression von IL-6 und
TNF-α in Alveolarmakrophagen nach der Stimulation mit TLR- und NOD-Liganden führte
(Gaschler et al., 2008) als in nicht-berauchten Kontrollen. Alveolarmakrophagen, die von
Rauchern isoliert wurden, zeigten ebenfalls eine geringere IL-6 und IL-8 Produktion nach
der Stimulation mit TLR-Liganden, als die Alveolarmakrophagen der nicht rauchenden
Kontrollgruppe. Dabei war die Expression der PRR in beiden Gruppen nicht verändert
(Chen et al., 2007). Da im Rahmen dieser Arbeit keine distinkten PRR-Liganden sondern
lebende oder hitzeinaktivierte Bakterien verwendet wurden, liegt die Vermutung nahe,
dass die hier beobachtete Stimulation der IL-6 und IL-8 Abgabe mit vorangehender
Rauchexposition durch die Kombination verschiedener PRR-Liganden verursacht wurde.
Die Stimulation der Zellen mit P.aeruginosa nach der Exposition mit Zigarettenrauch führte
im Gegensatz zu hBD-2 zu keiner Unterdrückung der Zytokinantwort. Diese Beobachtung
legt nahe, dass die Expression von IL-6 und IL-8 über andere Signalwege reguliert wird, als
die Induktion von hBD-2. Da die Expression von hBD-2 in Atemwegsepithelzellen durch
NF-κB induziert wird (Kao et al., 2008; Wang et al., 2003), könnte Zigarettenrauch
die Aktivierung der NF-κB abhängigen Signaltransduktion inhibieren. In CF (cystische
Fibrose) Bronchialepithelzellen führte die Infektion mit P.aeruginosa zu einer erhöhten
Expression von IL-6 und IL-8, die abhängig vom Transkriptionsfaktor Sp-1 war. Die
Inhibition von Sp-1 führte zu einer Inhibition der IL-6 Transkription (Borgatti et al.,
2007).
Der Promoter des IL-8 Gens enthält neben NF-κB Bindestellen auch Erkennungssequenzen
für die Transkriptionsfaktoren NF-IL-6, AP-1. In der Alveolarepithelzelllinie A549 und
der Bronchialepithelzelllinie Beas-2B ist gezeigt worden, dass die Expression von IL-8
stimulusspezifisch entweder über AP-1 oder NF-κB erfolgt (Roebuck et al., 1999). Die
Aktivierung der Transkription durch AP-1 erfolgte dabei durch H2O2, während TNF-α
und RSV die IL-8 Transkription durch NF-κB und NF-IL-6 regulieren. H2O2 ist an der
Aktivierung von ASK-1 („apoptosis signal-regulating kinase-1”) beteiligt, das im inaktiven
Zustand mit reduziertem Thioredoxin verbunden ist. Eine Oxidation von Thioredoxin führt
zu der Aktivierung der Kinase, die daraufhin weitere Kinasen im MAPK-Weg aktiviert,
was zu einer Kerntranslokation von AP-1 führt (Takeda et al., 2008).
Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass es durch Flagellin von P.aeruginosa in
Bronchialepithelzelllinien zu einer Expression von IL-8 über TLR-2 und TLR-5 Rezeptoren
und der Aktivierung von NF-κB kommt (Adamo et al., 2004). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass P.aeruginosa und Zigarettenrauch in pHBEs unterschiedliche Signalwege
aktivieren, die zwar zu einer proinflammatorischen Antwort führen, die aber nur zum Teil
von der kanonischen NF-κB Aktivierung abhängig ist.
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5.3 Antioxidantien beeinflussen die Expression von hBD-2
Zigarettenrauch enthält und erzeugt eine Vielzahl reaktiver Verbindungen, die oxidativen
Stress auslösen können (Church and Pryor, 1985). Vorangegangene Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass H2O2 den Effekt von Zigarettenrauch bei der Unter-
drückung der angeborenen Immunantwort in pHBEs ersetzen kann (Beisswenger, 2005).
Daraus lässt sich schließen, dass die hBD-2 Expression durch reaktive Sauerstoffspezies
beeinflusst wird. Die Stimulation von pHBEs mit P.aeruginosa nach dem Berauchen
und der Behandlung mit Katalase konnte die Expression von hBD-2 wieder signifikant
induzieren. Die Stärke der Expression, gemessen an der Expression von GAPDH, war
allerdings geringer als bei der bakteriellen Stimulation ohne Zigarettenrauch. Es ist daher
wahrscheinlich, dass neben reaktiven Sauerstoffspezies noch andere Stoffe im Rauch der
Zigarette die Induktion von hBD-2 durch P.aeruginosa negativ beeinflussen.
Acrolein, ein reaktives Aldehyd, dass durch die Verbrennung organischer Stoffe entsteht,
ist ein Bestandteil von Zigarettenrauch. Es konnte gezeigt werde, dass Acrolein die
Dimerisierung von TLR-4 durch die Reaktion mit Cystein-Gruppen verhindert (Lee et al.,
2008). Dadurch kommt es zu einer abgeschwächten TLR-4 abhängigen Aktivierung von
NF-κB und IRF3. Da die Expression von hBD-2 durch NF-κB p65 induziert wird und
die Aktivierung von NF-κB durch P.aeruginosa durch TLR-4 vermittelt wird, kann eine
Modifikation von TLR-4 durch Acrolein zu der schwächeren hBD-2 Expression nach
bakterieller Stimulation geführt haben.
5.4 pHBEs reagieren auf Zigarettenrauch und P.aeruginosa mit
der Expression unterschiedlicher antioxidativer Proteine
Molekularer Sauerstoff ist neben Stickstoff eines der Hauptelemente unserer Atemluft und
relativ reaktionsträge. Reaktionsprodukte von Sauerstoff können sich in ihrer Reaktivität
stark unterscheiden. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies
(RNS) spielen eine wichtige Rolle bei physiologischen Reaktionen des Körpers, sind aber
in höheren Konzentrationen toxisch. Organe wie die Lunge, die dauerhaft hohen Konzen-
trationen von ROS und RNS ausgesetzt sind, haben deswegen ein großes Repertoire an
antioxidativen Enzymen entwickelt. ROS und RNS werden sowohl endogen unter physio-
logischen Bedingungen durch Stoffwechselprozesse oder das angeborene Immunsystem
erzeugt oder durch die Inhalation von Zigarettenrauch, Abgasen oder Stickoxiden aufge-
nommen. Eine physiologische Bedeutung haben dabei unter anderem das Superoxidanion
(O•−2 ), das Hydroxylradikal (•OH), Stickoxid (NO) und Wasserstoffperoxid (H2O2). Unter
physiologischen Bedingungen werden hauptsächlich O•−2 und H2O2 erzeugt .
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O•−2 wird hauptsächlich von Superoxid-Dismutasen (CuZnSOD, MnSOD) zu H2O2 dis-
mutiert. H2O2 ist eine relativ reaktive Verbindung, die leicht Methionine und Cysteine
reduzieren kann und damit reaktive Zentren von Enzymen inaktiviert, dadurch aber
auch ein wichtiges Signalmolekül darstellt (Lou et al., 2008). H2O2 wird entweder durch
Katalase zu Sauerstoff und Wasser reduziert oder durch Glutathion-Peroxidasen durch
eine Oxidation von Glutathion oder Thioredoxin zu Wasser und Sauerstoff reduziert. Oxi-
diertes Glutathion und Thioredoxin werden durch die Reduktion von NAD+ oder NADP+
zu NADH / NADPH reduziert und stellen einen wichtigen Faktor in der antioxidativen
Kapazität der Zellen dar.
Während einer Reaktion des angeborenen Immunsystems auf pathogene Mikroorganismen
entsteht ROS bei der Degranulation von Neutrophilen und der Phagozytose durch Ma-
krophagen, dass in diesem Fall ein Signalmolekül und ein Bestandteil der antimikrobiellen
Aktivität ist (Hancock et al., 2001). Zigarettenrauch enthält ebenfalls reaktive Verbindun-
gen, die entweder während der Verbrennung erzeugt werden oder die nach dem Kontakt
mit Lipiden und Proteinen ihrerseits wieder reaktive Verbindungen erzeugen können
(Chow, 1993; Yanbaeva et al., 2007). Da pHBEs in dem verwendeten Berauchungsmodell
direkt dem Zigarettenrauch ausgesetzt sind, wurde die Expression einiger antioxidativer
Enzyme untersucht.
pHBEs im ALI-Kultursystem reagieren nach der Exposition mit Zigarettenrauch mit einer
erhöhten Expression von Thioredoxin, was darauf hindeutet, dass im Zigarettenrauch H2O2
oder andere Peroxide enthalten sind. Da oxidiertes Thioredoxin auch an der Reduktion von
Disulfiden beteiligt ist, könnten durch hohe Konzentrationen von oxidiertem Thioredoxin
auch Disulfidbindungen in Proteinen reduziert werden.
Es ist gezeigt worden, dass Acrolein zu einer enzymatischen Inaktivierung von Thioredoxin
und von Thioredoxinreduktase führen kann (Go et al., 2007; Myers and Myers, 2009).
Dadurch würde es in den Zellen zu einer Akkumulation von H2O2 oder anderen Peroxiden
kommen, was zu DNA-Schäden oder einer vermehrten Oxidation von Aminosäuren,
Proteinen und Lipiden führt. Eine Inaktivierung einzelner Enzyme des antioxidativen
Systems durch Zigaretterauch und der damit verstärkte oxidative Stress würden auch
die höheren Konzentrationen von Lipidperoxidations-Produkten im Serum von Rauchern
erklären (Yanbaeva et al., 2007).
Die Expression von Katalase, die ebenfalls bei der Umwandlung von ROS in H2O beteiligt
ist, wird durch die Versuchsbedingungen nicht beeinflusst. Die Stimulation von pHBEs
mit P.aeruginosa führte zu einem signifikanten Anstieg der Genexpression von MnSOD,
die durch Zigarettenrauch nicht beeinflusst wurde. Das lässt darauf schließen, dass
Pathogenitätsfaktoren von P.aeruginosa reaktive Sauerstoffverbindungen erzeugen.
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Es ist bereits bekannt, dass ein Pathogenitätsfaktor von P.aeruginosa, der Farbstoff Pyo-
cyanin, zur Freisetzung von ROS führt und die enzymatische Aktivität der Katalase stören
kann (O’Malley et al., 2003). Pyocyanin inaktiviert ein enzymatisches antimikrobielles
System der Atemwegsepithelzellen, dass aus Thiocyanat und H2O2 mit Hilfe von Oxidasen
und Lactoperoxidasen die antimikrobielle Verbindung Hypothiocyanid erzeugt (Duox,
Oxidase-thiocyanat-lactoperoxidase System). Dadurch kommt es zu einer Akkumulation
von H2O2, das als antimikrobielle Strategie erzeugt, aber nicht umgesetzt wird, da das
Duox-System inaktiviert wurde (Rada et al., 2008). Dies würde die Induktion von MnSOD
nach der Stimulation der pHBEs mit P.aeruginosa erklären.
5.5 Die Stimulation von pHBEs mit Zigarettenrauch und
P.aeruginosa führt zu einer Expression von Chaperonen
Die Stimulation der pHBEs mit Zigarettenrauch und P.aeruginosa könnte durch die
Hemmung mehrerer Komponenten des antioxidativen Systems zu einer Akkumulation von
ROS in den Zellen geführt haben. Durch oxidativen Stress kann es zu einer Oxidation von
Proteinen kommen, wodurch es zu der Expression von Chaperonen als Teil der zellulären
Stressantwort kommt (Go et al., 2007; Szabó et al., 1996; Wang et al., 1996).
Die Stimulation von pHBEs mit Zigarettenrauch bewirkte eine signifikante Induktion
der Genexpression von Hsp-70, die wahrscheinlich durch die erhöhte Belastung der
Zellen mit reaktiven Verbindungen aus dem Zigarettenrauch und einer Inaktivierung der
antioxidativen Systeme zusammenhängt. Durch die Behandlung der Zellen mit Katalase
kommt es zu einer reduzierten Expression von Hsp-70, die mit der erhöhten hBD-2
Expression korreliert. Da die Expression von hBD-2 abhängig von einer Aktivierung durch
NF-κB ist (Hertz et al., 2003; Tsutsumi-Ishii and Nagaoka, 2002; Voss et al., 2006; Wang
et al., 2003) und Hsp-70 die Dissoziation des NEMO-Komplexes inhibieren kann (Agou
et al., 2002; Ran et al., 2004; Weiss et al., 2007), könnten hohe Hsp-70 Konzentrationen,
hervorgerufen durch oxidativen Zellstress, für die unterdrückte Expression von hBD-
2 verantwortlich sein. Ein weiterer Interventionspunkt für die Aktivierung von hBD-2
durch den TLR-Signalweg ist die Inaktivierung von TRAF6 im MyD88 abhängigen TLR-
Signalweg durch Hsp-70 (Chen et al., 2006). In einem murinen Berauchungsmodell ist
bereits gezeigt worden, dass die Konzentrationen von Hsp-70 in der BAL berauchter
Mäuse im Vergleich zu nicht berauchten Kontrollen erhöht sind (Doz et al., 2008).
Auf der anderen Seite können hohe Expressionsraten von Hsp-70 die Zelle auch vor der
Apoptose schützen, da Hsp-70 die Signaltransduktion im Signalweg des FAS-Rezeptors
inhibiert (Arya et al., 2007).
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Die Genexpression der beiden Chaperonmonomere Hsp-90α und Hsp-90β wurde durch
die Stimulation mit P.aeruginosa signifikant induziert, konnte aber noch wesentlich durch
die Exposition der Zellen mit Zigarettenrauch gesteigert werden. Die bakteriell induzierte
Hsp-90 Genexpression hängt sehr wahrscheinlich mit der Aktivierung von NF-κB und
der damit verbundenen erhöhten Biosynthese von IKK-Proteinen zusammen. Hsp90
ist für die Synthese der IKK-Proteine essentiell, wird aber auch zusammen mit dem
Cofaktor Cdc39 für die Reifung und Aktivierung der IKK-Proteine benötigt (Broemer
et al., 2004; Chen et al., 2002; Hinz et al., 2007). Da die Expression von Hsp-90αund
Hsp-90β durch Zigarettenrauch signifikant gesteigert wurde, könnte Hsp-90 auch in seiner
Funktion als Chaperon die Proteinfaltung stabilisieren, da sich Hsp-70 mit Hsp-90 oft in
Multichaperonkomplexen befindet.
Da ein Einfluss der Chaperone auf die Aktivierung von NF-κB nicht ausgeschlossen
werden kann, wurde untersucht, ob die gesteigerte Expression von Hsp-70 und Hsp-90
die Aktivierung von NF-κB im kanonischen Signalweg beeinflusst, da Hsp-70 auf der
einen Seite die Dissoziation des NEMO-Komplexes und damit die Aktivierung von NF-κB
verhindert, auf der anderen Seite Hsp-90 für die Biosynthese von IKK essentiell ist.
5.6 Zigarettenrauch inhibiert die Aktivierung von NF-κB
Der kanonische NF-κB Signalweg ist ein wichtiger Mediator inflammatorischer Reak-
tionen der Zelle und hat daher auch große Bedeutung in der Antwort des angeborenen
Immunsystems auf bakterielle Stimulationen. Arbeiten unterschiedlicher Gruppen haben
einen Einfluss von Zigarettenrauch auf die Aktivierung von NF-κB und die Expression
proinflammatorischer Zytokine gezeigt, die abhängig von dem untersuchten Zelltyp (in
vitro, ex vivo) und der Stimulation (TLR-Ligand, CSE versus Zigarettenrauch) war.
In Typ II Alveolarepithelzelllinien konnte eine Inhibition der Kerntranslokation von p65
durch Zigarettenrauchextrakt (CSE) gezeigt werden. CSE bewirkte dabei keine Induktion
von IL-6 und IL-8 (Moodie et al., 2004). In der Makrophagenzelllinie MonoMac6 bewirkte
CSE jedoch eine Aktivierung von NF-κB und eine dosisabhängige Induktion von IL-8 (Yang
et al., 2006). In Mäusen konnte an isolierten Makrophagen ebenfalls eine dosisabhängige
Steigerung von IL-6 und KC mit CSE gezeigt werden (Doz et al., 2008). Andererseits
zeigten von Rauchern isolierte Alveolarmakrophagen eine reduzierte Expression von IL-6
und IL-8 nach der Stimulation mit TLR2 und TLR4 Agonisten. Die Aktivierung von
NF-κB, p38 und IRAK-1 in Alveolarmakrophagen von Rauchern war nach der Stimulation
mit TLR2 und TLR4 Agonisten im Vergleich zu Nichtrauchern inhibiert (Chen et al.,
2007). Dabei war die Unterdrückung der NF-κB Aktivierung mit einer Inhibition der
Degradation von IκBα verbunden (Chen et al., 2007).
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Die bisher veröffentlichten Arbeiten zeigen unterschiedliche Reaktionen der Zellen auf
Zigarettenrauch, wobei die Mehrheit der Publikationen mit wässrigem CSE durchgeführt
wurde und auch die Stimuli mit der vorliegenden Arbeit nicht vergleichbar sind. Die bisher
publizierten Arbeiten verwenden TLR-Agonisten, was für die Untersuchung einzelner
TLR-abhängiger Stimulationen angebracht ist. Bei einer Infektion mit P.aeruginosa ist der
Respirationstrakt aber einer Mischung aus TLR-Liganden ausgesetzt. Zusätzlich werden
von den Mikroorganismen Pathogenitätsfaktoren abgegeben, die die Zellen schädigen
oder stimulieren können.
Bei der Herstellung von CSE wird der Zigarettenrauch durch Zellkulturmedium geleitet,
dass anschließend steril filtriert wird. Dieses Vorgehen ist sehr wahrscheinlich toxischer,
als die direkte Exposition der Zellen mit Zigarettenrauch, was von einigen Studien indi-
rekt durch LDH-Messungen gezeigt wird (Moodie et al., 2004). Es ist bereits gezeigt
worden, dass die oxidativen Bestandteile im Zigarettenrauch mit Lipiden, Aminosäuren
und anderen organischen Verbindungen reagieren und dadurch wieder reaktive Verbin-
dungen erzeugen können (Church and Pryor, 1985; Winston et al., 1993). Da bei der
Herstellung von CSE die antioxidativen Systeme der Zellen fehlen, die beispielsweise der
Lipidperoxidation entgegenwirken, können große Mengen reaktiver Verbindungen zellfrei
durch das Durchleiten von Zigarettenrauch durch Medium mit organischen Bestandteilen
erzeugt werden.
Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Berauchungsmodell trifft der Zigarettenrauch wie
in vivo direkt auf die Zellen und kann dort von den endogenen antioxidativen Systemen
reduziert werden. Auf der anderen Seite fehlen im CSE wasserunlösliche Verbindungen
aus dem Zigarettenrauch, die in dem in dieser Arbeit verwendeten Berauchungsmodell
vorhanden sind.
Die Stimulation von pHBEs im ALI-Kultursystem mit P.aeruginosa bewirkte eine Kern-
translokation und Aktivierung von p65, die durch eine Vorbehandlung der Zellen mit
Zigarettenrauch unterdrückt werden konnte. Die Aktivierung von NF-κB kann durch
chemische Modifikationen beeinflusst werden. So ist gezeigt worden, dass die Alkylierung
oder Oxidation von NF-κB die DNA-Bindung der DNA-bindenden Untereinheiten inhibiert,
während reduzierende Stoffe die Bindung von NF-κB an die DNA erhöhen (Toledano and
Leonard, 1991). Ein Vergleich mit der Hsp-70 Expression legt aber auch eine Inhibition
der NF-κB Aktivierung durch Hsp-70 nahe, da Hsp-70 an IKK-γ (NEMO) binden kann
und damit dessen Degradation und die Aktivierung von NF-κB im kanonischen Signalweg
verhindert (Weiss et al., 2007). Es wäre aber auch ein Inhibition des MyD88 abhängigen
TLR-Signalwegs durch die fehlende Aktivierung von TRAF6 denkbar, da Hsp-70 dessen
Ubiquitinierung und Aktivierung verhindern kann (Chen et al., 2006). Außerdem konnte
bereits gezeigt werden, dass eine adenovirale Überexpression von Hsp-70 in einem Modell
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von akutem progressivem Lungenversagen (ARDS, „acute respiratory distress syndrome”)
zu einer verminderten Neutrophilen Infiltration und NF-κB Aktivierung führt (Weiss
et al., 2002). Eine Inhibition der NF-κB Aktivierung in Epithelzellen durch eine verstärkte
Expression von Hsp-70 würde die Epithelzellen vor der Apoptose schützen (Arya et al.,
2007) und damit die Integrität der epithelialen Barriere bewahren aber auch die Expression
NF-κB abhängiger Gene des angeborenen Immunsystems in Epithelzellen unterdrücken.
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5.7 Schlussbemerkung
Abbildung 22: Hypothetischer Mechanismus der inhibierten Abwehrreaktion
von Atemwegsepithelzellen nach der Exposition mit Zigarettenrauch und der
Stimulation durch P.aeruginosa. Ein massiver Anstieg von ROS durch die
Exposition der Zellen mit Zigarettenrauch und die zusätzliche Infektion mit
P.aeruginosa führen zu einer verstärkten Expression der Chaperone Hsp-70
und Hsp-90. Die verstärkte Expression der Chaperone wirkt sich positiv auf
die Stabilität der Proteine aus, interferiert aber mit Signalwegen, wie dem
TLR-Signalweg und der Aktivierung von NF-κB im kanonischen Signalweg.
Dadurch kommt es zu einer verringerten Expression von hBD-2. Auf der
anderen Seite könnte die Expression von Hsp-70 zu einem Export dieses
Chaperons führen. Dann würde es zu einer Stimulation von Makrophagen
und dendritischen Zellen durch die chaperokinen Eigenschaften von Hsp-70
kommen. Die Expression von IL-6 und IL-8 erfolgt dann alleine durch AP-1
und SP-1.
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Die zellulären Mechanismen über die Pathogenität des Zigarettenrauchs sind nur teilweise
bekannt. Diese Arbeit zeigt einen Zusammenhang des Tabakkonsums mit der Funktion
des angeborenen Immunsystems nach einer bakteriellen Infektion. Es konnte gezeigt
werden, dass ein wesentlicher Grund für die höhere Infektionsrate des Respirationstrak-
tes bei Rauchern eine Inhibition des angeborenen Immunsystems ist. Infektionen mit
P.aeruginosa sind für etwa 5-10% der Exazerbationen bei COPD verantwortlich. Rauchen
ist ein Hauptrisikofaktor zur Entwicklung einer COPD. Da Rauchen die Expression des
antimikrobiellen Peptides hBD-2 nach einer Infektion mit P.aeruginosa inhibiert, könnte
dieser Mechanismus einen wesentlichen Faktor im Krankheitsverlauf darstellen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Funktion von hBD-2 durch Zigarettenrauch nicht beeinträch-
tigt wird. Vielmehr beeinflussen bestimmte Bestandteile aus dem Zigarettenrauch die
zellulären Signalwege, die zu einer Aktivierung der Genexpression von hBD-2 nach der
Stimulation mit P.aeruginosa führen würden. Einen wesentlichen Beitrag zu diesem
Mechanismus liefern reaktive Sauerstoffverbindungen, da der Einsatz von Katalase als
Antioxidanz die Expression von hBD-2 teilweise wieder herstellen konnte. Einen nicht
zu unterschätzenden Anteil an der Inhibition des angeborenen Immunsystems durch
Zigarettenrauch hat der durch das Berauchen hervorgerufene chemische Stress, der auf
Modifikationen von Proteinen durch reaktive Bestandteile des Zigarettenrauchs beruht,
die dadurch in ihrer Funktion und Stabilität beeinflusst werden können. Die stark erhöhte
Expression der Chaperone Hsp-70 und Hsp-90 nach der Exposition durch Zigarettenrauch
dient wahrscheinlich primär dem Schutz der Proteine vor der Denaturierung und damit
der Aufrechterhaltung der epithelialen Integrität. Da Hsp-70 und Hsp-90 aber auch
Funktionen bei der Transkriptionsaktivierung durch NF-κB im TLR-Signalweg haben,
beeinflusst die hohe Expression von Hsp-70 und Hsp-90 die Abwehrreaktion der Zellen.
Hsp-90 ist zwar für die Aktivierung von NF-κB nötig, die Anwesenheit von Hsp-70 und
die damit verbundene Hemmung von IKK-γ oder TRAF6 führt zu einer Inhibition der
NF-κB Aktivierung und damit der Transkription NF-κB abhängiger Gene wie das Gen
für hBD-2. Die Expression von IL-6 und IL-8 wird durch Zigarettenrauch nicht inhibiert,
da die Gene beider Proteine über NF-κB unabhängige Promotoren exprimiert werden
können, deren Transkriptionsfaktoren zum Teil direkt durch reaktive Sauerstoffspezies
aktiviert werden. Ein Beispiel dafür ist ASK-1 („apoptosis signal-regulating kinase-1”),
das im inaktiven Zustand mit reduziertem Thioredoxin verbunden ist. Eine Oxidation
von Thioredoxin führt zu der Aktivierung der Kinase, die daraufhin weitere Kinasen im
MAPK-Weg aktiviert, was zu einer Kerntranslokation von AP-1 führt (Takeda et al.,
2008).
Eine erhöhte Expression von Hsp-70 könnte zu dessen Export führen und danach einen
positiven Einfluss auf die Aktivierung von Makrophagen und dendritischen Zellen haben.
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Hsp-70 kann dadurch über den extrazellulären Weg indirekt die Aktivierung von NF-κB
über Rezeptoren auf der Zelloberfläche von Makrophagen und dendritischen Zellen
bewirken. Als intrazelluläres Stressprotein kann es jedoch eine Hemmung der Aktivierung
von NF-κB im kanonischen Signalweg verursachen.
Der in dieser Arbeit vorgeschlagene Mechanismus würde nach der Exposition des Epithels
mit Zigarettenrauch und der Infektion mit P.aeruginosa die epitheliale Barriere durch die
erhöhte Expression von Chaperonen schützen. Gleichzeitig werden proinflammatorische
Zytokine und Chaperokine abgegeben, die chemotaktisch oder aktivierend auf andere
Zellen des Immunsystems wirken.
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